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ABC ATP-binding cassette 
AMP adenosine 5ʹ-monophosphate 
ATP adenosine 5ʹ-triphosphate 
AcMPA MPA acyl-glucuronide 
BCRP/Bcrp breast cancer resistance protein 
BEI biliary excretion index 
BSEP/Bsep bile salt export pump 
CE collision energy 
CLuptake,int intrinsic uptake clearance 
COMT catechol-O-methyltransferase（カテコール-O-メチル転移酵素） 
CXP collision cell exit potential 
CYP cytochrome P450（シトクロム P450） 
CsA cyclosporin A 
DP declustering potential 
EMA The European Medicines Agency（欧州医薬品庁） 
FDA The United States Food and Drug Agency（米国食品医薬品局） 
HBSS Hanks’ balanced salt solution（ハンクス緩衝液） 
HPLC high performance liquid chromatography（高速液体クロマトグラフィー） 
IC50 concentration producing 50% of Imax（Imaxに対して 50％の効果を示すときの濃度） 
ICH International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration 
of Pharmaceuticals for Human Use（日米 EU 医薬品規制調和国際会議） 
IMPDH inosine-5ʹ-monophosphate dehydrogenase（イノシン一リン酸脱水素酵素） 
Iinlet,max estimated maximum inhibitor concentration at the inlet to the liver（肝臓入口における
阻害剤の予想最大濃度） 
Imax maximum inhibition（最大阻害率） 
Ki inhibition constant（阻害定数） 
Km Michaelis-Menten constant（ミカエリス定数） 
LC-MS liquid chromatography with mass spectrometry（液体クロマトグラフィー質量分析） 
LC-MS/MS liquid chromatography with tandem mass spectrometry（液体クロマトグラフィータ
ンデム型質量分析） 
M&S modeling & simulation（モデリング＆シミュレーション） 
M1 methylated paroxetine-catechol 
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M1-G M1-glucuronide 
M1-S M1-sulfate 
M4 hydroxylated Ro 47-8634 at phenolic position 
MBDD model-based drug development 
MIST Industry Safety Testing of Drug Metabolites 
MPA mycophenolic acid 
MPAG MPA phenyl-glucuronide 
MRP/Mrp multidrug resistance-associated protein 
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced form 
OATP organic anion transporting polypeptide 
P-gp P-glycoprotein（P-糖蛋白質） 
PAPS adenosine 3ʹ-phosphate 5ʹ-phosphosulfate 
PBPK physiologically based pharmacokinetics（生理学的薬物動態） 
PMDA Pharmaceuticals Medical Devices Agency, Japan（独立行政法人医薬品医療機器総合
機構） 
Pdif passive diffusion（単純拡散） 
QC quality control 
QTLI quantitative time-lapse imaging 
Ro 47-8634 O-demethylated bosentan at phenolic methyl ether position 
Ro 48-5033 hydroxylated bosentan at t-butyl position 
Ro 64-1056 combination of hydroxylation and O-demethylation of bosentan 
S.D. standard deviation（標準偏差） 
S9 9000g supernatant of tissue homogenate（組織ホモジネートの 9000g上清） 
SAM S-(5ʹ-adenosyl)-L-methionine 
SD Sprague Dawley系 
SDS sodium dodecyl sulfate（ラウリル硫酸ナトリウム） 
SULT sulfotransferases（硫酸転移酵素） 
UDPGA uridine 5ʹ-diphosphoglucuronic acid（UDP グルクロン酸） 
UGT UDP glucuronosyltransferase（UDP グルクロン酸転移酵素） 
Vmax maximum rate（最大速度） 
WME Williams’ media E（ウィリアムズ E培地） 
d deuterium 
fu fraction unbound（蛋白非結合形分率） 
k first-order rate constant（一次速度定数） 
％RSE relative standard error of the estimate（相対標準誤差） 
γ Hill coefficient（ヒル係数） 
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第一章 序論 
 
2008 年に米国食品医薬品局（以下 FDA）によって最終化された“Guidance for Industry 
Safety Testing of Drug Metabolites”，いわゆるMIST ガイダンス 1）は世界中の製薬企業に大











価に加え，生成した代謝物の定量的な in vivo体内動態予測の必要性が高まっている． 
生体内における代謝物の生成を考えたとき，その主役を担う臓器は肝臓である．肝臓には
数多くの薬物代謝酵素が発現しているが，薬物代謝の観点からはとりわけシトクロム P450
（以下 CYP）による酸化的代謝反応（第Ⅰ相解毒）と UDP グルクロン酸転移酵素（以下










み（basolateral uptake）②代謝（intracellular metabolism）③体循環への移行（basolateral efflux）
④胆汁中への排泄（biliary excretion）の 4 因子によって決定される 9）．薬物の肝動態はこれ
ら 4 因子が複雑に関与している場合が多い．一例として，Ⅰ型 DNA トポイソメラーゼ阻害
作用を有する SN-38 を活性本体とする irinotecan（CPT-11）の場合を図 1に示す 10）．静脈内
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投与された irinotecan は血中から肝臓に取り込まれた後，一部は CYP3A4 によって代謝され
るが，大部分はカルボシキルエステラーゼ（CES）によって加水分解を受け，活性本体であ
る SN-38 が肝臓内で生成する．生成した SN-38 は肝臓から体循環に移行し，種々の固形癌
及び血液細胞癌に対して有効性を示す．また，血中の SN-38 は受動拡散以外に organic anion 
transporting polypeptide（以下 OATP）1B1 等の薬物トランスポーターによって肝臓に取り込
まれた後，主に UGT1A1によってグルクロン酸抱合代謝を受ける．SN-38やそのグルクロン









肝動態を決定する上記 4 因子をそれぞれ評価するために，in vitro 試験系が数多く実施さ
れている．中でも薬物代謝に関する in vitro 試験系は，肝ミクロソームを代表として医薬品































   












vitro 酵素誘導試験だけでなく，in vitro 肝細胞障害性試験や in vitro 代謝安定性試験等にも利
用される 19）-22）．更に，単層培養した肝細胞とは異なり，サンドイッチ培養した肝細胞では
肝細胞自体の形態がより in vivo に近い状態に変化し，細胞間を密着させる tight junction が形
成されることで，canalicular network system が構築される 23）．この細胞間密着を構成する
tight junction は，バッファーあるいはメディウム中の Ca2+等の二価イオンを除去することに
よって崩壊させることが出来る 24）．したがって，図 2 に示すように，canalicular network 
system を構築したサンドイッチ培養肝細胞を Ca2+含有あるいは非含有のバッファー中で反応
させることで，毛細胆管腔（bile canaliculi lumen）中へ移行した化合物を定量できる 25）． 
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図 2 Morphological characteristics of sandwich-cultured hepatocytes and disruption 












biliary excretion index（以下 BEI）と称され，以下の式で表される． 
 
BEI (%) =  
𝐴𝑐𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝐶𝑒𝑙𝑙+𝐵𝑖𝑙𝑒  − 𝐴𝑐𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝐶𝑒𝑙𝑙
𝐴𝑐𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝐶𝑒𝑙𝑙+𝐵𝑖𝑙𝑒
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を示す．FDA はこのような背景を憂慮し，2004 年及び 2006 年に相次いで white paper を発









biology や sysmtems pharmacology といった医薬品開発の初期の段階にも M&S が利用されて











中での mycophenolic acid（以下 MPA）及びその代謝物の肝動態を数理モデル化し，代謝物
の肝動態に影響を及ぼす律速過程をシミュレーションにより検討した．更に第四章では，数
学的なモデルを用いた薬物間相互作用の評価を目的として，サンドイッチ培養ヒト肝細胞中
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第二章 サンドイッチ培養肝細胞を用いた paroxetineの代謝及び輸送の種差 
 
Paroxetine はうつ病を始めとする様々な精神疾患の改善を目的として，世界中で広く使用
されている選択的セロトニン再取り込み阻害薬の一つである 50）．図 4A に示すように，投
与された paroxetine は CYP によって化学的に不安定なカテコール体に代謝された後，速や
かにカテコール-O-メチル転移酵素（以下 COMT）によって水酸基がメチル化された M1 あ
るいは M2 を生成する．M1 は更に UGT あるいは硫酸転移酵素（以下 SULT）によって抱合
代謝を受ける 51）-53）．図 4B に示すように，ラット，ヒトともに吸収された paroxetine の未
変化体としての排泄率は低い．ラットでは投与量の 50％程度が M1 のグルクロン酸抱合体
（以下 M1-G）に代謝される一方，M1 の硫酸抱合体（以下 M1-S）の生成量は M1-G に比べ






図 4 Metabolic and elimination pathway of paroxetine 
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第一節 3H-Paroxetineの代謝物組成の比較 





サンドイッチ培養肝細胞中で得られる代謝物組成が in vivo や浮遊細胞中で得られる代謝物
組成を反映するかどうか不明である．以上のことから，本節では先ず，ラット及びヒト肝細




Sprague Dawley 系（以下 SD）ラット凍結肝細胞及びヒト凍結肝細胞は，それぞれ Life 
Technologies Corporation（Carlsbad，California，米国）及び BioreclamationIVT（Baltimore，
Maryland，米国）から購入した．Tritium（以下 3H）で標識した paroxetine（以下 3H-
paroxetine）は PerkinElmer Life and Analytical Sciences（Waltham，Massachusetts，米国）から
購入し，その純度は 95％以上であった．サンドイッチ培養用細胞外マトリクス Geltrex，
hepatocyte maintenance supplement及びウィリアムズ E培地（以下WME）は Life Technologies 





種 ロット番号 性別 週齢/年齢 詳細 
 Rs587 雄 7週齢 4個体のプール肝細胞 
SDラット Rs609 雄 7週齢 4個体のプール肝細胞 
 Rs616 雄 7週齢 4個体のプール肝細胞 
 KQG 女性 38歳 1ドナー由来，白人 
ヒト GHA 女性 1歳 1ドナー由来，白人 
 RTM 女性 61歳 1ドナー由来，白人 
SD ラット及びヒトの凍結肝細胞を 37℃に設定した温浴内で融解後，一部を WME で懸濁
し，それぞれ 6×105 あるいは 10×105 cells/mL になるよう調整した．予め 2μmol/L 3H-
paroxetineを含むWME（250μL）を添加した non-coated 24 well plate（BD Biosciences）に，
肝細胞懸濁液を同量加えた後（全量：500μL），0.25，0.5，1，2 あるいは 3 時間 CO2イン
キュベーター内で静置した． 
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残部の肝細胞は肝細胞播種用培地（Life Technologies Corporation）で懸濁し，それぞれ 4×
105 あるいは 7×105 cells/mL に調整した．肝細胞懸濁液を collagen I-coated 24 well plate
（BioCoat，BD Biosciences）に 500μL 播種した後，CO2 インキュベーター内に静置した．
細胞播種から約 4 時間後に 350μg/mL Geltrex を含む WME に培地を交換し，サンドイッチ
培養を行った．以後は約 24 時間毎に WME で培地交換を行い，細胞播種から約 72 時間後に，
















Radio-HPLC システムの制御及びデータ処理には FLO-ONE for Windows version 3.65
（Perkin Elmer Life & Analytical Sciences）を使用した． 
放射能検出器で検出された 6 秒毎の放射能量（cpm）からクロマトグラムを作成し，
paroxetine，M1-G 及びM1-S に相当するピークの割合（％ in sample）を求めた． 
 
Radio-HPLC 条件 
HPLC システム：  1100 series（Agilent Technologies） 
カラム：  SunFire C18，5μm，250×4.6 mm ID（Waters） 
カラム温度：  40℃ 
オートサンプラー温度： 4℃ 
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移動相：  A）10 mmol/L酢酸アンモニウム（酢酸で pH 4.0に調整） 
B）アセトニトリル 
Time (min) % A % B 
0 95 5 
5 95 5 
10 80 20 
20 75 25 
35 65 35 
55 50 50 
65 30 70 
65.1 0 100 
70 0 100 
流速：   1.0 mL/min 
検出波長：  230 nm 
放射能検出器： Flow Scintillation Analyzer 625TR（Perkin Elmer Life & Analytical 
Sciences） 
シンチレータ：  ULTIMA-FLO M（Perkin Elmer Life & Analytical Sciences） 
分析時間：  70 min（ポストランは 7 min に設定） 
 
第二項 結果 
SD ラット及びヒト肝細胞中で 3H-paroxetine を代謝させたときの典型的なラジオクロマト
グラムを図 5 に，radio-HPLC 分析によって得られた paroxetine，M1-G 及び M1-S の経時的
な推移を図 6に示す． 
ラット肝細胞中で 3H-paroxetine を代謝させたとき，浮遊肝細胞系（図 5A），サンドイッ
チ培養系（図 5B）を問わず主代謝物として M1-G が生成した（図 6A 及び B）．3H-
Paroxetine をヒト肝細胞中で代謝させたときは，浮遊肝細胞系（図 5C），サンドイッチ培養
系（図 5D）いずれの試験系においても M1-G と M1-S の生成速度は同程度であり，且つ主
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[3H]Paroxetine (1 μmol/L) was incubated with rat (A, B) or human (C, D) hepatocytes in suspension 
for 3 h (A, C) or sandwich-cultured for 24 h (B, D).  For sandwich-cultured hepatocytes, hepatocytes 
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図 6 Disappearance of paroxetine, and appearance of M1-G and M1-S over time from 
incubation mixture of [3H]paroxetine with rat or human hepatocytes 
 
 
For sandwich-cultured hepatocytes, hepatocytes were used after 4 days of culture.  Metabolite 
profiles of radioactivity were analyzed by radio-HPLC after the incubation of [3H]paroxetine 
(1 μmol/L) with rat or human hepatocytes for 0.25, 0.5, 1, 2, and 3 h in suspension (A or B, 
respectively) or 0.25, 0.5, 1, 3, 6, and 24 h in sandwich-culture (C or D, respectively).  Data are 
expressed as the mean ± S.D. of 3 lots of rat or human hepatocytes. 
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第二節 サンドイッチ培養肝細胞における paroxetine及び代謝物の毛細胆管腔移行 
第二章 第一節の結果から，サンドイッチ培養肝細胞における paroxetine の代謝は in vivo
での代謝の種差を反映していることが明らかとなった．そこで，ラットあるいはヒトのサン





HBSS）は Life Technologies Corporation から購入した．その他の試薬は市販の等級の高いも
のを購入し，使用した． 
第二章 第一節 第一項に準じて，ラットあるいはヒト肝細胞のサンドイッチ培養を行っ
た．細胞播種から約 72 時間後，1μmol/L 3H-paroxetine を含む WME に培地を交換した．
0.25，0.5，1，4 あるいは 24 時間 CO2 インキュベーター内で静置した後，培地を除去し，
Ca/Mg(+)バッファー（HBSS(Ca/Mg+) containing 20 mM HEPES）あるいは Ca/Mg(-)バッファ
ー（HBSS(Ca/Mg-) containing 20 mM HEPES and 1 mM EGTA）を添加して更に 5分間 CO2イ
ンキュベーター内で静置した．バッファーを除去した後，前処理用有機溶媒（アセトニトリ
ル／エタノール／メタノール混液，1：1：1，vol％）を添加し，反応を停止させた．前処理
方法及び radio-HPLC 条件は第二章 第一節 第一項に準じた．また，分析試料の一部は液
体シンチレーションカウンター（Perkin Elmer Life & Analytical Sciences）を用いて放射能量
の測定に供した． 
放射能検出器で検出された 6 秒毎の放射能量（cpm）からクロマトグラムを作成し，
paroxetine，M1-G 及びM1-S に相当するピークの割合（％ in sample）を求めた．また，ピー
クの割合，分析試料の放射能量及び比活性から，各試料中の paroxetine，M1-G 及び M1-S の
蓄積量（accumulation，pmol/well）を算出した．BEIは以下の計算式から算出した． 
 
BEI (%) =  
𝐴𝑐𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝐶𝑒𝑙𝑙+𝐵𝑖𝑙𝑒  − 𝐴𝑐𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝐶𝑒𝑙𝑙
𝐴𝑐𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝐶𝑒𝑙𝑙+𝐵𝑖𝑙𝑒
 × 100 
 
第二項 統計解析 
Ca/Mg(+)と Ca/Mg(-)条件下における paroxetine，M1-G，M1-S それぞれの蓄積量について，
paired t検定を行った．有意水準は 5％とし，統計解析には SAS version 9.2（SAS Institute Inc.）
を用いた． 
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第三項 結果 
サンドイッチ培養によって毛細胆管腔を形成させたラットあるいはヒト肝細胞に 3H-
paroxetine を添加し，肝細胞中及び毛細胆管腔中の paroxetine，M1-G 及び M1-S 蓄積量の経
時的な推移を検討した．その結果を図 7 に示す．また，得られた蓄積量から算出した BEI
を表 1 に示す．なお，サンドイッチ培養ラット肝細胞中での M1-S の生成量は僅かであった
ため，ラットではM1-S の蓄積量及び BEIを算出できなかった． 
サンドイッチ培養ラット肝細胞に 3H-paroxetine を添加したとき，M1-G の蓄積量は添加後
30 分に最大値を示した（図 7C）．M1-G の BEI は 3H-paroxetine 添加後 15 分では 50.9％，
添加後 30 分では 25.8％と比較的高い値を示した後，蓄積量の推移と同じように低下した．
一方，paroxetine の蓄積量は添加後 1～4 時間で最大値を示した（図 7A）．添加後 30 分にお
いて，Ca/Mg(+)条件下における蓄積量は Ca/Mg(-)条件下よりも有意に高値を示したが，他の
時点では有意な差は認められず，またいずれの時点においても BEI は 10％未満であった．
このことから，paroxetineはラットではほとんど胆汁中排泄されないものと考えられた． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 3H-paroxetine を添加したとき，M1-G の蓄積量は添加後 30
分に最大値を示し（図 7D），BEI は添加後 15 分で 15.1％，添加後 30 分では 16.7％であっ
た．また，M1-S の蓄積量は添加後 15～60 分に最大値を示し（図 7E），BEI は添加後 15 分，
30 分及び 60 分でそれぞれ 19.0％，16.4％及び 29.1％と M1-G の BEI と同程度の値を示した．
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Hepatocytes were used after 4 days of culture.  Metabolite profiles of radioactivity were analyzed by 
radio-HPLC after the incubation of [3H]paroxetine (1 µmol/L) with rat or human sandwich-cultured 
hepatocytes for 0.25, 0.5, 1, 4, and 24 h.  Data are expressed as the mean ± S.D. of 3 lots of rat or 
human hepatocytes. 
●, Ca/Mg(+)-treatment (cells + bile); ○, Ca/Mg(-)-treatment (cells) 
































































































































































Incubation time (h) Incubation time (h)
Incubation time (h) Incubation time (h)
Incubation time (h)
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Paroxetine M1-G M1-S 
 0.25 5.1 ± 6.7  50.9 ± 25.7     
 0.5 4.9 ± 0.9  25.8 ± 18.1     
SD Rat 1 2.6 ± 3.5  21.9 ± 18.0  NC 
 4 4.9 ± 4.3  13.5 ± 12.7     
 24 4.5 ± 7.8  1.4 ± 1.4     
 0.25 2.4 ± 3.9  15.1 ± 20.2  19.0 ± 20.9  
 0.5 4.2 ± 1.5  16.7 ± 5.5  16.4 ± 14.3  
Human 1 4.7 ± 3.4  15.6 ± 2.3  29.1 ± 9.9  
 4 0.6 ± 0.7  8.7 ± 8.3  7.8 ± 13.6  
 24 0.0 ± 0.0  6.9 ± 11.9  13.3 ± 11.5  
 
BEI was calculated after [3H]paroxetine (1 μmol/L) was incubated with rat or human sandwich-
cultured hepatocytes for indicated time.  Data are expressed as mean ± S.D. of 3 lots of rat or human 
hepatocytes.  Data were assumed to be zero in calculating mean and S.D. when the individual BEI 
was a negative value. 
NC, not calculated 
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第三節 M1-G及びM1-Sのトランスポーター基質評価 
第二章 第二節の結果から，paroxetine の主代謝物 M1-G 及び M1-S はサンドイッチ培養
肝細胞の胆管側膜を介して毛細胆管腔中へ移行していることが示唆された．そこで，胆管側
膜側に発現している ATP-binding cassette（以下 ABC）トランスポーターである MRP2，
BCRP あるいは bile salt export pump（以下 BSEP）を発現させた膜ベシクルを用い，これら
ABCトランスポーターに対する M1-G 及びM1-Sの基質認識性を検討した． 
 
第一項 実験方法 
ヒト MRP2，ヒト BCRP，ヒト BSEP，ラット Mrp2，ラット Bcrp 及びラット Bsep を過剰
発現させた膜ベシクルは株式会社ジェノメンブレン（横浜）から購入し，購入後速やかに使
用した．雄 SD ラット肝臓ホモジネート 9000g 上清（以下肝 S9，400 個体のプール）及びヒ
ト肝サイトゾール（50 ドナーのプール，mixed gender）は XENOTECH LLC（Lenexa，
Kansas，米国）から購入した．その他の試薬は市販の等級の高いものを購入し，使用した． 
3H-M1-G 及び 3H-M1-S は市販品がなかったため，以下の方法により酵素的に調製した．
すなわち，CYP の補酵素として nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced form（以下
NADPH），COMT の補酵素として S-(5ʹ-adenosyl)-L-methionine（以下 SAM），UGT の補酵
素として UDP グルクロン酸（以下 UDPGA）を添加した雄 SD ラット肝 S9（2 mg/mL）中で，
3H-paroxetine（10μmol/L）を 37℃で一晩代謝させた後，HPLC を用いて M1-G の溶出フラク
ションを回収し，OASIS HLB（Waters）を用いた固相抽出方法によって 3H-M1-G を得た．
3H-M1-S の場合は先ず，NADPH 及び SAMを添加した雄 SDラット肝 S9（2 mg/mL）中で，
3H-paroxetine（10μmol/L）を 37℃で一晩代謝させた後，HPLC を用いて M1 の溶出フラクシ
ョンを回収した．OASIS HLB を用いた固相抽出法によって 3H-M1 を得た後，SULT の補酵
素として adenosine 3ʹ-phosphate 5ʹ-phosphosulfate（以下 PAPS）を添加したヒト肝サイトゾー
ル（1 mg/mL）中で 3H-M1 を一晩代謝させた．HPLC を用いて M1-S の溶出フラクションを
回収し，OASIS HLB を用いた固相抽出方法によって 3H-M1-S を得た．調製した 3H-M1-G，
3H-M1-S の放射化学的純度はいずれも 95％以上であることを確認した後，実験に使用した． 
ABCトランスポーター発現膜ベシクルを用いた in vitro 取り込み試験は rapid filtration 法を
用いた．補酵素として adenosine 5ʹ-triphosphate（以下 ATP）を添加したヒトあるいはラット
の各 ABC トランスポーター（MRP2/Mrp2，BCRP/Bcrp あるいは BSEP/Bsep）発現膜ベシク
ルに，3H-M1-G あるいは 3H-M1-S を添加し，37℃で 10，30，60 あるいは 120 秒間取り込み
を行った．所定時間後，5 倍量の反応停止液中に反応液を添加することで反応を停止させ，
速やかに 0.45μm の membrane filter（Millipore）に添加した．氷冷した反応停止液で 5 回
membrane filter を洗浄した後，液体シンチレーションカウンター用バイアルに membrane 
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filter を採取した．液体シンチレータを加えて溶解させた後，液体シンチレーションカウン
ターを用いて試料中放射能量の測定した．なお，3H-M1-G 及び 3H-M1-S の反応液中濃度は
いずれも 0.5μmol/L とし，発現膜ベシクルの反応液中濃度はいずれも 1 mg/mL とした．ま
た，ATP の代わりに adenosine 5ʹ-monophosphate（以下 AMP）を補酵素として添加したもの
を対照試料とした． 
分析試料の放射能量，比活性及び反応液中膜ベシクル濃度から，各試料中の 3H-M1-G 及




In vitro 代謝 
（3H-M1-G 調製） 
100 mM リン酸カリウムバッファー（pH 7.4），5 mM 塩化マグネシウム， 
1 mM NADPH，1 mM SAM，5 mM UDPGA，25μg/mLアラメチシン 
In vitro 代謝 
（3H-M1 調製） 
100 mM リン酸カリウムバッファー（pH 7.4），5 mM 塩化マグネシウム， 
1 mM NADPH，1 mM SAM 
In vitro 代謝 
（3H-M1-S 調製） 
100 mM リン酸カリウムバッファー（pH 7.4），5 mM 塩化マグネシウム， 
0.6 mM PAPS 
In vitro 取り込み 
（MRP2/Mrp2） 
50 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），7.5 mM 塩化マグネシウム， 
70 mM 塩化カリウム，4 mM ATP（又は 4 mM AMP），2 mM グルタチオン 
In vitro 取り込み 
（BCRP/Bcrp） 
50 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），7.5 mM 塩化マグネシウム， 
70 mM 塩化カリウム，4 mM ATP（又は 4 mM AMP） 
In vitro 取り込み 
（BSEP/Bsep） 
10 mM HEPES-Tris バッファー（pH 7.4），10 mM 硝酸マグネシウム， 




In vitro 取り込み 
（MRP2/Mrp2） 
40 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），70 mM 塩化カリウム 
In vitro 取り込み 
（BCRP/Bcrp） 
In vitro 取り込み 
（BSEP/Bsep） 
10 mM HEPES-Tris バッファー（pH 7.4），100 mM 硝酸カリウム， 
50 mM スクロース 
 
第二項 統計解析 
3H-M1-G，3H-M1-S それぞれの AMP 添加試料に対する ATP 添加試料の取り込み量につい
て，2-sample t 検定を行った．有意水準は 5％とし，統計解析には SAS version 9.2 を用いた． 
 
第三項 結果 
3H-M1-G の各 ABCトランスポーター発現膜ベシクルへの取り込み量を図 8に示す． 
3H-M1-G は ATP 存在下のヒト MRP2 及びラット Mrp2 発現膜ベシクルへ時間依存的に取
り込まれた（図 8A 及び B）．一方，ATP 存在下のヒト BCRP 及びラット Bcrp 発現膜ベシ
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クルへの 3H-M1-G の取り込み量は，添加後 1 分において対照試料である AMP 添加群に比べ
て有意な差が認められたものの，他の時点では有意な差は認められず，また，経時的な取り
込みも認められなかった（図 8C及び D）．更に，ヒト BSEP 及びラット Bsep発現膜ベシク
ルへの 3H-M1-G の取り込み量は，いずれの時点においても ATP と AMP 間で有意な差は認
められなかった（図 8E 及び F）．これらのことから，M1-G はヒト，ラットともに胆管側
膜側に発現しているMRP2/Mrp2によって，胆汁中へ排泄されると考えられた． 
3H-M1-S の各 ABC トランスポーター発現膜ベシクルへの取り込み量を図 9に示す． 
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図 8  Transport–time profiles of 3H-M1-G into rat or human ABC transporter-
expressing membrane vesicles 
 
 
Radioactivity in membrane vesicles was determined by liquid scintillation counting after the 
incubation of [3H]M1-G (0.5 μmol/L) with 1 mg/mL rat Mrp2 (A), human MRP2 (B), rat Bcrp (C), 
human BCRP (D), rat Bsep (E), or human BSEP (F) transporter-expressing membrane vesicles over 
2 min.  Data are expressed as the mean ± S.D. of independent 3 determinations. 
●, 4 mM ATP; ○, 4 mM AMP 
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図 9  Transport–time profiles of 3H-M1-S into rat or human ABC transporter-
expressing membrane vesicles 
 
 
Radioactivity in membrane vesicles was determined by liquid scintillation counting after the 
incubation of [3H]M1-S (0.5 μmol/L) with 1 mg/mL rat Mrp2 (A), human MRP2 (B), rat Bcrp (C), 
human BCRP (D), rat Bsep (E), or human BSEP (F) transporter-expressing membrane vesicles over 
2 min.  Data are expressed as the mean ± S.D. of independent 3 determinations. 






























































































































































































   





ットでは M1-G が主代謝物として，ヒトでは M1-G とともに M1-S が主代謝物として認めら

















Mrp2/MRP2 の基質であることが明らかとなった．ヒト MRP2 をコードする遺伝子 ABCC2 に
は輸送活性が変動する遺伝子多型が複数報告されており 59），これら遺伝子多型を有するヒ
トでは M1-G の体内動態が変化している可能性がある．このため，M1-G と ABCC2 遺伝子
多型に関する更なる検討が期待される． 
サンドイッチ培養肝細胞における M1-G の BEIは，添加後 1 時間までの値で比較すると，




れている．その閾値となる分子量はラットでは 325±50 g/mol，ヒトでは 500±50 g/molであ
り，それ以上の化合物は胆汁中に排泄されやすい傾向がある 60）,61）．また，分子量依存的な
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胆汁中排泄機構として，MRP2/Mrp2 及び BCRP/Bcrp が一部，関与しているとの報告もある




Paroxetine の BEI は時点を問わず，ラット，ヒトともに 10％未満であった．この結果は投
与された paroxetine は代謝によって主に消失し，未変化体としては尿中あるいは胆汁中にほ
とんど排泄されない in vivo の結果 51）を反映しているものと考えられた．一方，M1-S のサ
ンドイッチ培養ヒト肝細胞における BEI は，ヒトの M1-G の BEI と同程度であり，また，
ABC トランスポーター発現膜ベシクルを用いた検討では，いずれの ABC トランスポーター
に対しても基質認識性がなかった．Paroxetine 投与後に生成した M1-G や M1-S は主に尿中




標とされている 39）．Paroxetine のように非常に低い BEI を示す場合は，胆汁中排泄過程を
無視出来るすことが可能な一方，その数値の大きさを基準に，肝細胞内から体循環への移行
を予測することは困難と考えられた． 
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第三章 MPA及び代謝物の肝動態モデリング 
 
イノシン一リン酸脱水素酵素（以下 IMPDH）に対して阻害作用を有する mycophenolic 
acid（MPA）は，プロドラッグ（モフェチル型エスエル体）あるいは腸溶性製剤として経口
投与され，その代謝拮抗作用から移植後の免疫抑制療法や様々な免疫疾患に対する治療を目
的として，世界中で広く使用されている 64）,65）．MPA は主に肝臓で UGT によるグルクロン
酸抱合を受ける 66）,67）．MPA の主代謝物であるフェノールグルクロニド（以下 MPAG）は，
IMPDH に対する阻害作用は有していない一方，量的に少ない代謝物であるMPAのアシルグ
ルクロニド（以下 AcMPA）は，MPA と同程度の IMPDH 阻害活性を有する 68）,69）．MPAG
及び AcMPA は胆汁中に排泄された後 70）,71），消化管内で腸内細菌によって脱抱合を受け，
MPA として再吸収される．これら一連の MPA のグルクロン酸抱合体の腸肝循環によって，
血漿中 MPA 濃度が維持される 72）,73）．一方，ヒトにおいては投与された MPA の 90％以上
が最終的に MPAG として尿中に排泄される．また，図 10 に示すように，MPA と MPAG の




図 10 Plasma concentration–time profiles of MPA and MPAG after single oral 





Cmax（μ g/mL） 24.0±11.9 23.2±6.37
T1/2（h） 15.8±8.40 13.5±3.56
AUCinf（μ g*h/mL） 57.9±16.4 260±57.7
MPA MPAG
Pharmacokinetic parameters 
represent the mean ± S.D. of 
12 healthy subjects.
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第一節 サンドイッチ培養ヒト肝細胞におけるMPAGの肝取り込み及び胆汁中排泄 
前述の通り，肝細胞内で生成した MPAG は胆管側膜を介して胆汁中に排泄されると考え
られる．また，ヒト血漿中 MPAG 濃度は MPA と比較して高く，最終的には尿中に投与量の









ヒト凍結肝細胞は BioreclamationIVT から購入した．MPAG 及びその重水素体（以下 d 体）
は Toronto Research Chemicals Inc.（North York，カナダ）から購入した．蛋白定量に用いた




ロット番号 性別 週齢/年齢 詳細 
IZT 女性 44歳 1ドナー由来，白人 
GHA 女性 1歳 1ドナー由来，白人 
RTM 女性 61歳 1ドナー由来，白人 
サンドイッチ培養法は第二章 第一節 第一項に準じた． 
肝取り込み過程の検討の場合は，細胞播種から約 72 時間後，WME から Ca/Mg(+)バッフ
ァーに交換し，CO2インキュベーター中で 5 分間プレインキュベーションした．次いで 1，3，
10，30，100，300 あるいは 1000μmol/L の MPAG を含有した Ca/Mg(+)バッファー（300μL）
に交換した．2 分間 CO2インキュベーター内で静置した後，バッファーを除去した．速やか
に氷冷した Ca/Mg(+)バッファーで 2 回洗浄した後，エタノールを添加して反応を停止させ
た．エタノールを加温によって除去した後，2％ラウリル硫酸ナトリウム（以下 SDS）を
100μL添加し，細胞を溶解後，水 200μLを加えて細胞溶解液を得た． 
胆汁中排泄過程の検討の場合は，細胞播種から約 72 時間後，WME から Ca/Mg(+)バッフ
ァーあるいは Ca/Mg(-)バッファーに交換し，CO2インキュベーター中で 5 分間プレインキュ
ベーションした．次いで 1μmol/L MPAG を含むそれぞれ対応するバッファー（300μL）に
交換し，3，5 あるいは 10 分間 CO2インキュベーター内で静置した．所定時間 MPAG を反
応させた後，バッファーを回収し，速やかに氷冷したそれぞれ対応するバッファーで 2 回洗
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浄後，エタノールを添加して反応を停止させた．エタノールを加温によって除去した後，
2％SDSを 100μL添加し，細胞を溶解後，水 200μLを加えて細胞溶解液を得た． 




 ←ガラス試験管に 10％メタノール水 2 mL，MPAG-d3調製液（50μL）及び 
細胞溶解液（200μL）を採取し，混合 
←予めメタノール／水でプレコンディショニングした固相カラム 




←初期移動相（10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5）／アセトニトリル 
（4：1）混液）100μLで再溶解 
再溶解液 10μLを液体クロマトグラフィータンデム型質量分析（以下 LC-MS/MS）で分析 
液体クロマトグラフィー質量分析（以下 LC-MS）システムの制御及びデータ処理には
Analyst version 1.4.1（AB Sciex）を使用した．検量線範囲は 5～1000 nmol/Lとし，検量線試





・ 検量線用標準試料の 75％以上かつ少なくとも 6 濃度の試料が上記の基準を満たすこと． 
・ QC 試料の各濃度における真度が 100.0±15.0％以内であること． 
・ QC 試料の 2/3以上かつ各濃度の 1/2以上の QC試料が上記の基準を満たすこと． 
 
LC-MS/MS条件 
HPLC システム：  1100 series 
カラム：  SunFire C18，3.5μm，100×2.1 mm ID（Waters） 
カラム温度：  40℃ 
オートサンプラー温度： 4℃ 
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移動相：  A）10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5） 
B）アセトニトリル 
Time (min) % A % B 
0 80 20 
10 40 60 
11 40 60 
12 80 20 
18 80 20 
流速：   250μL/min 
Ion source：  Turbo Spray 
Scan type：  MRM 
Scan time：  250 msec 
Polarity：  Negative 
Analyte： monitor ion (m/z)  DP (V)  CE (V)  CXP (V) 
MPAG  495.2 → 319.2   -85    -30     -9 
MPAG-d3 498.3 → 322.1   -65    -32    -13 
 
細胞溶解液中 MPAG 濃度及び蛋白濃度から，蓄積量（accumulation，pmol/mg protein）を





𝑣 =  
𝑉𝑚𝑎𝑥  × [𝑆]
𝐾𝑚  + [𝑆]
 + 𝑃𝑑𝑖𝑓  × [𝑆] 
ここで，v は各濃度における MPAG の蓄積量，[S]は MPAG の添加濃度を示す．また，取り
込み固有クリアランス（以下 CLuptake,int）はロット毎に Vmaxを Kmで除して算出した．パラメ








サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 1～1000μmol/L の MPAG を添加し，濃度依存的な肝取り
込み過程の検討を行った．得られた蓄積量から算出したパラメータを表 2に示す． 
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MPAG のサンドイッチ培養ヒト肝細胞への取り込み過程に関して，飽和性の取り込み過程
における Kmは 72μmol/L，Vmaxは 409 pmol/2min/mg protein と推定された．Km及び Vmaxか
ら算出された CLuptake,int（8.38μL/2min/mg protein）は Pdif（23.4μL/2min/mg protein）の約 1/3
であり，MPAG の肝取り込み過程における飽和性の取り込み，すなわち肝取り込みトランス
ポーターの関与は約 1/4程度であることが示唆された． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 1μmol/L の MPAG を添加後の MPAG 蓄積量の経時的な
推移を図 11に示す． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPAG を添加したとき，毛細胆管腔中の MPAG は経時的
に増加した．添加後 3，5 及び 10 分における MPAG の BEI は，それぞれ 43.9％，52.5％及
び 64.4％であった．このことから，肝細胞内に取り込まれた MPAG は良好に毛細胆管腔中
に移行すると考えられた． 
 
表 2 Kinetic parameters of uptake process of MPAG in sandwich-cultured human 
hepatocytes 
Kinetic parameter Estimated value 
Km (µmol/L) 72.0 ± 48.4 
Vmax (pmol/2min/mg protein) 409 ± 180 
CLuptake,int (µL/2min/mg protein) 8.38 ± 6.13 
Pdif (µL/2min/mg protein) 23.4 ± 14.3 
 
Km, Vmax, and Pdif were estimated after 1−1000 µmol/L MPAG was incubated with sandwich-cultured 
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図 11 Accumulation–time profiles of MPAG in sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
Sandwich-cultured human hepatocytes were incubated with 1 µmol/L MPAG for 3, 5, or 10 min in 
Ca2+(+) or Ca2+(-) buffer.  Data represent the mean ± S.D. of three lots of human hepatocytes. 
●, Ca2+(+) buffer; ○, Ca2+(-) buffer 
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第三章 第一節 第一項に記載したヒト凍結肝細胞（ロット IZT）及び蛋白定量キットを
使用した．MPA 及びその d体は Toronto Research Chemicals Inc.から購入した．その他の試薬
は市販の等級の高いものを購入し，使用した． 
細胞播種から約 72 時間後，WME から Ca/Mg(+)バッファーあるいは Ca/Mg(-)バッファー
に交換し，CO2インキュベーター中で 5 分間プレインキュベーションした．次いで 1μmol/L 
MPA を含むそれぞれ対応するバッファー（300μL）に交換し，1，3，5，10，15，20，30
あるいは 45 分間 CO2 インキュベーター内で静置した．所定時間 MPA を反応させた後のバ
ッファーを回収後，氷冷したそれぞれ対応するバッファーで 2 回洗浄し，エタノールを添加
して反応を停止させた．エタノールを加温によって除去した後，2％SDS を 100μL 添加し，
細胞を溶解後，水 200μLを加えて細胞溶解液を得た． 
蛋白定量法は第三章 第一節 第一項に準じた． 
試料の前処理条件を以下に示す． 
前処理方法 
 ←ガラス試験管に 10％メタノール水 2 mL，MPA-d3調製液（50μL），MPAG-d3 
調製液（50μL）及び細胞溶解液又はバッファー（200μL）を採取し，混合 
←予めメタノール／水でプレコンディショニングした固相カラム 




←初期移動相（10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5）／アセトニトリル 
（4：1）混液）100μLで再溶解 
再溶解液 10μLを LC-MS/MS で分析 
LC-MS システムの制御及びデータ処理には Analyst version 1.4.1 を使用した．検量線範囲は
MPA，MPAG ともに 5～1000 nmol/L とした．第三章 第一節 第一項に準じて検量線試料
及び QC 試料の判定を行った． 
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LC-MS/MS条件 
HPLC システム：  1100 series 
カラム：  SunFire C18，3.5μm，100×2.1 mm ID（Waters） 
カラム温度：  40℃ 
オートサンプラー温度： 4℃ 
移動相：  A）10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5） 
B）アセトニトリル 
Time (min) % A % B 
0 80 20 
10 40 60 
11 40 60 
12 80 20 
18 80 20 
流速：   250μL/min 
Ion source：  Turbo Spray 
Scan type：  MRM 
Scan time：  250 msec 
Polarity：  Negative 
Analyte： monitor ion (m/z)  DP (V)  CE (V)  CXP (V) 
MPA  319.2 → 275.2   -80    -24     -7 
MPA-d3 322.1 → 278.2   -95    -26     -7 
MPAG  495.2 → 319.2   -85    -30     -9 
MPAG-d3 498.3 → 322.1   -65    -32    -13 
 
細胞溶解液中 MPA あるいは MPAG 濃度と蛋白定量値から，蓄積量（accumulation，
pmol/mg protein）を算出した．また，バッファー及び細胞溶解液濃度から，バッファー中，




第二章 第三節 第二項に準じて，Ca/Mg(-)条件下に対する Ca/Mg(+)条件下の MPA ある
いはMPAGの蓄積量について，2-sample t検定を行った． 
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第三項 結果 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 1μmol/L の MPA を添加後の経時的な MPA 及び MPAG
の量的推移を図 12 に示す．また，MPA 及びサンドイッチ培養ヒト肝細胞内で生成した
MPAGの BEIを表 3に示す． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPA を添加したとき，肝細胞内での MPAG 量は MPA に
比べて約 10 倍高かった（図 12A 及び B）．このことから，肝細胞内に取り込まれた MPA
は速やかに UGT によって MPAG に代謝されると考えられた．添加後 30 分における
Ca/Mg(+)条件下での MPA の蓄積量は Ca/Mg(-)条件下よりも有意に高かったが，その他の時
点では有意な差は認められず，また，Ca/Mg(-)条件下とほぼ同じ推移を示した（図 12A）．
このことから，MPA の胆汁中への排泄はほとんどないと考えられた．一方，MPA 添加後に
肝細胞内で生成した MPAG の蓄積量は添加後 15 分以降，Ca/Mg(-)条件下よりも Ca/Mg(+)条
件下で有意に高く推移した（図 12B）．MPA の BEI には時間依存性が認められなかったが，
MPAG の BEI は時間とともに上昇した．このことから，肝細胞内で生成した MPAG も良好
に毛細胆管腔中へ移行していると考えられた． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に添加後のバッファー中 MPA は経時的に減少し（図 12C），
バッファー中 MPAG は経時的に増加した（図 12D）．また，MPA 添加後 15 分以降は，肝
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(A) and (B) show MPA and formed MPAG accumulation–time profiles, respectively, after incubating 
sandwich-cultured human hepatocytes with 1 µmol/L MPA over 45 min in Ca2+(+) or Ca2+(-) buffer.  
(C) and (D) shows MPA and MPAG mass balance−time profiles in the buffer, hepatocytes, and bile 
canaliculi, respectively, after incubating sandwich-cultured human hepatocytes with 1 µmol/L MPA 
over 45 min.  Data represent the mean ± S.D. of three independent experiments with one lot of 
human hepatocytes (Lot IZT). 
●, Ca2+(+) buffer; ○, Ca2+(-) buffer 
■, MPA in buffer; ■, MPA in hepatocytes; 
▲, MPAG in buffer; ▲, MPAG in hepatocyte; ▲, MPAG in bile canaliculi 
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表 3 BEIs of MPA and formed MPAG in sandwich-cultured human hepatocytes 
Incubation time (min) BEI (%) 
 MPA MPAG 
1 2.5  0.0  
3 14.4  0.0  
5 15.0  9.1  
10 7.6  12.8  
15 0.0  28.9  
20 22.3  31.2  
30 32.0  36.1  
45 32.1  40.0 
 
BEI was calculated after incubating sandwich-cultured human hepatocytes with 1 µmol/L MPA from 
the mean accumulation of three independent experiments using Lot IZT.  BEI was assumed to be 
zero if the difference between Ca/Mg(+) and Ca/Mg(–) conditions was negative. 
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第三節 MPAGの輸送に関与する MRPsの同定 
第三章 第二節の結果から，MPAG の肝細胞内からバッファー中への移行に，トランスポ
ーターが介在する可能性が考えられた．ヒトでは MPAG の胆汁中排泄に MRP2 が関与して
いると報告されていることから 76）,77），胆管側膜に発現している MRPs として MRP2 及び
MRP878）を，血液側膜に発現している MRPsとしてMRP3及びMRP4に着目し，それらトラ
ンスポーターの関与の可能性について検討することとした．これら MRP を過剰発現させた




ヒト MRP2，MRP3，MRP4 あるいは MRP8 を過剰発現させた膜ベシクルは株式会社ジェ
ノメンブレンから購入し，購入後速やかに使用した．その他の試薬は市販の等級の高いもの
を使用した． 
膜ベシクルを用いた rapid filtration 法は第二章 第三節 第一項に準じた．基質認識性の
検討の場合，反応液中の MPAG 濃度は 10μmol/L とし，反応時間は 5 分とした．濃度依存
的な取り込み試験の場合，MPAG 濃度は 10，30，100，200，500あるいは 1000μmol/Lとし，
反応時間は取り込み量の直線性が認められた時間，すなわち MRP3 膜ベシクルの場合は 0.5
分，MRP2 及び MRP4 の場合は 2 分に設定した．いずれの検討においても膜ベシクルの反応






50 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），7.5 mM 塩化マグネシウム， 
70 mM 塩化カリウム，4 mM ATP（又は 4 mM AMP），2 mM グルタチオン 
反応停止液 40 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），70 mM 塩化カリウム 
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試料の前処理条件を以下に示す． 
前処理方法 
 ←Membrane filterをアセトニトリル（250μL）で溶解 
←メタノール（250μL）及びMPAG-d3調製液（50μL）を添加し， 
membrane filterを析出させた後，遠心（約 10000g，5分） 
←遠心上清をガラス試験管に採取し，水 5 mLで希釈 
←予めメタノール／水でプレコンディショニングした固相カラム 




←初期移動相（10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5）／アセトニトリル 
（4：1）混液）100μLで再溶解 
再溶解液 10μLを LC-MS/MS で分析 
LC-MS システムの制御及びデータ処理には Analyst version 1.4.1 を使用した．検量線範囲は
10～2000 nmol/L とした．第三章 第一節 第一項に準じて，検量線試料及び QC 試料の判
定及び LC-MS/MS測定を行った． 
 




𝑣 =  
𝑉𝑚𝑎𝑥  × [𝑆]
𝐾𝑚  + [𝑆]
 
ここで，v は各濃度における MPAG の時間あたりの取り込み量，[S]は MPAG の添加濃度を
示す．パラメータの算出には GraphPad Prism version 5.04（GraphPad Software）を用いた． 
 
第二項 統計解析 
基質認識性評価における AMP 添加試料に対する ATP 添加試料の MPAG の取り込み量に
ついて，第二章 第三節 第二項に準じた 2-sample t検定を行った． 
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第三項 結果 
肝臓に発現しているヒト MRPs に対する MPAG の基質認識性について，各 MRP 発現膜ベ
シクルと 10μmol/L の MPAG を ATP あるいは AMP 存在下，37℃で 5 分間の取り込みを行
った．その結果を図 13に示す． 
ヒト MRP8 発現膜ベシクルへの MPAG の取り込み量は，ATP と AMP 存在下間で変わら
なかった．一方，ヒト MRP2，MRP3 あるいは MRP4 を過剰発現させた膜ベシクルへの
MPAG の取り込み量は，ATP 存在下で有意に高かった．このことから，MPAG はヒト
MRP2，MRP3及びMRP4の基質であると判断した． 
基質として認められた MRPs に対する Km 及び Vmax 算出のために，10～1000μmol/L の
MPAG をヒト MRP2，MRP3 あるいは MRP4 発現膜ベシクルと ATP あるいは AMP 存在下で
所定時間 37℃で取り込みを行った．ミカエリス・メンテン式から求めたヒト MRP2，MRP3
及び MRP4 に対する MPAG の Km及び Vmaxを表 4 に示し，MPAG の各濃度に対する ATP 依
存的な取り込み量を図 14に示す． 
ヒト MRP2 に対する MPAG の Km（308μmol/L）はヒト MRP3 に対する Km（274μmol/L）
と等しかった．一方，ヒト MRP4 に対する MPAG の Km（501μmol/L）はヒト MRP2 及び
MRP3 と比較して高かった．また，ヒト MRP3 に対する MPAG の Vmax（3550 pmol/min/mg 
protein）はヒト MRP4 に対する Vmax（612 pmol/min/mg protein）と比較して大きかった．こ
れらの結果は，発現膜ベシクルの膜蛋白量あたりのヒト MRP3 及び MRP4 の発現量は不明
なものの，ヒト MRP3 の方が MRP4 よりも MPAG の血液側膜を介した体循環への移行に関
与することを示唆するものである．したがって，MPAG のヒト肝細胞内での胆管側膜を介し
た胆汁中への排泄には主に MRP2 が，血液側膜を介した体循環への移行には MRP3 及び
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The uptake of 10 µmol/L MPAG by membrane vesicles (0.5 mg/mL) was measured at 37°C for 5 min 
in the presence of ATP (solid bar) or AMP (open bar).  Data represent the mean ± S.D. of three or 
four independent determinations. 






表 4 Kinetics parameters of MPAG for human MRP2, MRP3, and MRP4 
human MRP Km (µmol/L) Vmax (pmol/min/mg protein) 
MRP2 308 958.4 
MRP3 274 3547 
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図 14 ATP-dependent uptake of MPAG by membrane vesicles expressing human 
MRP2, MRP3, or MRP4 
 
 
Membrane vesicles (0.5 mg/mL) were incubated at 37°C for 30 s (human MRP3) or 2 min (human 
MRP2 and MRP4) with 10–1000 µmol/L MPAG.  ATP-dependent transport activity was calculated 
by subtracting transport activity in the presence of AMP from transport activity in the presence of 
ATP.  Data represent the mean ± S.D. of three independent determinations. 
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第四節 サンドイッチ培養ヒト肝細胞中の MPA及び MPAG肝動態モデリング 
第三章 第二節の結果から，サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPA を添加したとき，バッ
ファー中の MPA は速やかに肝細胞に取り込まれた後，UGT によって MPAG に代謝され，
毛細胆管腔中への移行はほぼ無視できると考えられた．一方，第三章 第三節の結果から，
肝細胞内で生成した MPAG はヒト MRP2 を介して毛細胆管腔中へ移行するとともに，主に
ヒト MRP3 を介してバッファー中へ移行すると考えられた．更に，第三章 第一節の結果か
ら，バッファー中の MPAG は部分的に肝取り込みトランスポーターを介してヒト肝細胞に
再び取り込まれていると考えられた．これら経時的に変化する事象に対する速度論的なアプ
ローチ方法として，本研究では数理モデル解析による MPA 及び MPAG の in vitro 肝動態パ
ラメータの推定を試みた．更に，得られたパラメータを変動させることで，バッファー中，




第三章 第二節で得られた MPA 及び MPAG のバッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中
の経時的な量的推移に対する一次速度定数を，NONMEM version 7.1.2（Globomax）を用い
た非線形混合効果モデルで推定した．また，第三章 第一節で得られた MPAG のバッファ
ー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の経時的な量的推移に対する一次速度定数も同様に推定し
た．Subroutineは ADVAN 13 を使用した． 
図 15 に検討したモデルを示す．Model 1 では毛細胆管腔からバッファーへの MPAG の漏
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図 15 Schema of nonlinear mixed effect models for hepatic disposition of MPA and 
MPAG in sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
Model 1 shows hepatic disposition of MPA and MPAG without including direct flow from the bile 
canaliculi to the buffer.  Model 2 includes direct flow from the bile canaliculi to the buffer.  
Model 3 shows the hepatic disposition of MPAG including direct flow after spiking with MPAG. 
kuptake,MPA and kmet,MPA are the first-order rate constants of MPA for uptake and intracellular 
metabolism to MPAG, respectively.  kuptake,MPAG, kefflux,MPAG, kbile,MPAG and kflow,MPAG are the first-
order rate constants of MPAG for uptake, basolateral efflux, biliary excretion, and flow from the bile 
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ここで，kuptake，kefflux 及び kbile はそれぞれ血液側から肝細胞内への取り込み（basolateral 
uptake），肝細胞内から血液側への排出（basolateral efflux）及び肝細胞内から毛細胆管腔へ
の移行（biliary excretion）過程の一次速度定数を示す．kmetabolism は細胞内代謝（intracellular 
metabolism）過程の一次速度定数を示す．X は MPA あるいは MPAG の各コンパートメント
における量を示し，付随する m，c 及び b はぞれぞれ外部メディウム（バッファー），肝細
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𝑑𝑡
 =  𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚,𝑀𝑃𝐴  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴,𝑐  + 𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚   
− (𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺) × 𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
ここで，kflow は毛細胆管腔からバッファーへの漏出（flow）過程の一次速度定数を示す．





 =  − 𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚  + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  + 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚  − (𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺) × 𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
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MPAG添加量は 300 pmolとした． 
 
得られたパラメータ推定値を基に各時点の MPA 及び MPAG を予測し，実測値との比較を
行った．また，Model 2 で得られたパラメータ推定値を用い，MPA 添加後 15 分における
MPAGの basolateral uptake，basolateral effluxあるいは biliary excretion過程をそれぞれ阻害し




MPA 及び MPAG のバッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の経時的な量的推移から，
図 15 に示した Model 1（毛細胆管腔からバッファーへの漏出は存在しないと仮定）に基づ
いて一次速度定数を推定した．得られたパラメータ推定値から求めた各時点の推定値と実測
値のスキャッタープロットを図 16に示す． 
Model 1 に基づいて予測されたバッファー中及び肝細胞中の MPA 及び MPAG は，実測値
とほぼ一致するものであった（図 16A～D）．一方，毛細胆管腔中のMPAGはModel 1では
時間とともに過大評価する傾向が認められた（図 16E）．この結果は，Model 1 では毛細胆
管腔からバッファーへの MPAG の漏出が存在しないと仮定されているため，時間を経るに
したがって予測値と実測値の間に乖離が生じたものと考えられた．そこで毛細胆管腔からバ
ッファーへの漏出を組み込んだ Model 2 にて再度，モデル解析を行った．得られた各時点の
予測値と実測値のスキャッタープロットを図 17に示す． 
Model 2 に基づいて予測されたバッファー中及び肝細胞中の MPA 及び MPAG は Model 1
と同様に実測値とほぼ一致した（図 17A～D）．更に，Model 1 では過大評価した毛細胆管
腔中の MPAG についても，実測値とほぼ一致した（図 17E）．以上の検討から，サンドイ
ッチ培養ヒト肝細胞における in vitro 肝動態モデリングでは，毛細胆管腔からバッファーへ
の漏出過程を組み込む必要性があると考えられた．Model 3 での数理モデル解析も同様に行
った．Model 1～3 に基づいて得られたパラメータ推定値を表 5 に示す．全てのパラメータ
推定値の相対標準誤差（以下％RSE）は 30％未満であり，パラメータ推定は良好であった． 
MPAG の肝動態の律速過程を評価するため，Model 2 で得られたパラメータ推定値を用い，
MPAG の肝動態過程（basolateral uptake，basolateral efflux，biliary excretion）を 0～100％阻
害したときのバッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPAG をシミュレーションした．
その結果を図 18 に示す．なお，Model 2 では毛細胆管腔からバッファーへの漏出が存在す
るため，basolateral efflux 過程のみを介したバッファー中 MPAG 量の変動も検討した． 
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Basolateral uptake 過程を阻害（0～100％）しても，バッファー中，肝細胞中あるいは毛細
胆管腔中の MPAG はいずれもほとんど変化しなかった（図 18A～C）．一方，basolateral 
effluxあるいは biliary excretion 過程を阻害したときは，各コンパートメント中のMPAGは阻
害率に応じて変動した（図 18D～F）．特に，basolateral efflux 過程を阻害した場合は，肝細
胞中の MPAG の上昇に伴い biliary excretion 過程を介した毛細胆管腔中の MPAG が増加し
（図 18F），対照的にバッファー中の MPAG は著しく低下した（図 18D）．また，biliary 
excretion 過程を阻害したとき，肝細胞中の MPAG が増加することで間接的に，basolateral 
efflux 過程を介したバッファー中の MPAG が増加した（図 18G 及び H）．各コンパートメ
ント中のMPAGの変動幅を考慮すると，biliary excretion 過程よりも basolateral efflux 過程の
阻害によって，バッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPAG がより大きく変動した．
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図 16 Diagnostic plots based on Model 1 
 
 
The dashed line represents a correlation coefficient of 1. 
●, MPA in buffer; ●, MPA in hepatocytes; 























(A) MPA in buffer (B) MPA in cells
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図 17 Diagnostic plots based on Model 2 
 
 
The dashed line represents a correlation coefficient of 1. 
●, MPA in buffer; ●, MPA in hepatocytes; 
♦, MPAG in buffer; ♦, MPAG in hepatocyte; ♦, MPAG in bile canaliculi 
 
  
(A) MPA in buffer (B) MPA in cells
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表 5 Parameter estimates from the final population pharmacokinetic model 
Model Parameter Estimate (min–1) %RSE 
1 kuptake,MPA 0.0379 2.8 
 kmetabolism,MPA 1.59 3.0 
 kuptake,MPAG 0.00318 29.0 
 kefflux,MPAG 0.151 0.3 
 kbile,MPAG 0.0323 26.6 
2 kuptake,MPA 0.0381 0.6 
 kmetabolism,MPA 1.58 1.4 
 kuptake,MPAG 0.0111 29.5 
 kefflux,MPAG 0.143 2.6 
 kbile,MPAG 0.0591 7.4 
 kflow,MPAG 0.122 5.6 
3 kuptake,MPAG 0.0815 0.6 
 kefflux,MPAG 6.02 2.4 
 kbile,MPAG 0.228 0.1 
 kflow,MPAG 0.0403 0.9 
 
The parameters were estimated using NONMEM (subroutine ADVAN 13) using mass balance–time 
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図 18 Simulations of inhibitory effects on basolateral uptake, basolateral efflux, and 
biliary excretion of MPAG formed in sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
The predicted changes in the amount of MPAG in the buffer (A, D, and G), hepatocytes (B, E, and H), 
and bile canaliculi (C, F, and I) are indicated. The simulations were performed using the final 
population pharmacokinetic model (Model 2 in Figure 15). The 5th and 95th percentiles (upper and 
lower dashed line) and the median (middle solid line) obtained from 1000 simulated independent 
experiments are shown.  The blue line indicates the efflux-mediated MPAG profile.  The light blue 
line indicates the whole MPAG profile in the buffer.  The red and green lines indicate the MPAG 
profiles in the hepatocytes and bile canaliculi, respectively. 
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中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPA 及び MPAG の量的推移を検討した．更に，得られた
MPA及びMPAG の量的時間推移から，速度論に基づいた肝動態モデリングを行った． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に代謝物である MPAG を添加し，肝取り込み過程の検討を
行った結果，Km及び Vmaxから算出された CLuptake,int（8.38μL/2min/mg protein）は Pdif（23.4






におけるヒト OATP1B1 及び OATP1B3 の発現レベルは，培養期間中に変動しなかったとの
報告 80）がある．このため，本研究で得られた MPAG の肝取り込み過程に対するヒト肝取り
込みトランスポーターの寄与率は，一般に肝取り込みトランスポーター評価に用いられる試
験系（浮遊細胞系）と大きく異ならないと考えられた． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPAG あるいは MPA を添加したとき，BEI 及び毛細胆管
腔中の MPAG は経時的に増加し，MPAG は胆管側膜トランスポーターの良好な基質と考え




評価した結果，MPAG はヒト MRP2 のみならず，MRP3 及び MRP4 の基質であることが明
らかとなった．更に，Km及び Vmaxの比較から，MPAG のヒト肝細胞内での胆管側膜を介し
た胆汁中排泄には主に MRP2 が，血液側膜を介した体循環への移行には MRP3 及び MRP4
が関与し，中でも MRP3 が主に関与していることが示唆された．本研究で得られたヒト
MRP2 に対する MPAG の Kmは 308μmol/L であり，既報（224.2μmol/L）77）と同程度であ
った．一方，MPAG がヒト MRP3 及び MRP4 の基質となることは，本研究によって初めて
明らかとなった．ヒトでは MPAG は胆汁中に排泄される一方，その血中曝露は MPA よりも
多く，また，投与された MPA の 90％以上が最終的に MPAG として尿中に排泄されている
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ことを考慮すると，肝細胞内で生成した MPAG の体循環に移行する過程に影響する因子，
特にヒト MRP3 が MPAG の体内動態に及ぼす影響は大きいと考えられる．ヒト MRP3 には，
mRNA 発現量や蛋白発現量に大きな個体差が存在することが報告されている（mRNA は 86
倍，蛋白としては 84 倍の個体差）81）．MPA とともに，MPAG の血中曝露の個体差が大き
いことが報告されているが 82），ヒト MRP3 をコードする遺伝子 ABCC3 には輸送活性や蛋
白発現量が変動する遺伝子多型が複数報告されている 83）．更に，ヒト MRP3 の基質である
モルヒネのグルクロン酸抱合体の体内動態が，ABCC3 遺伝子多型（-211C>T）によって有意
に影響を受けることが最近報告された 84）．このため，今後ヒト MRP3 と MPAG の体内動態
に関する更なる研究が期待される． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞中の MPA 及び MPAG の肝動態モデリング（Model 2）から
推定された kmetabolism,MPA は 1.58 min-1 と，肝細胞内に取り込まれた MPA は非常に速やかに
MPAG に代謝されることが明らかとなった．また，kefflux,MPAG（0.143 min–1）は kbile,MPAG
（0.0591 min–1）よりも約 2.4 倍大きかった．ヒト MRP2 及びヒト MRP3 に対する MPAG の
Kmに差は認められなかったことから，肝細胞内で生成した MPAG は毛細胆管腔中よりもバ
ッファー中へ移行していることが明白である．また，膜ベシクル試験で求めた Vmax を比較
すると（ヒトMRP2：958 pmol/min/mg protein，ヒトMRP3：3550 pmol/min/mg protein），ヒ
ト MRP3 に対する MPAG の Vmaxはヒト MRP2 よりも約 3.7 倍高く，数理モデル解析で得ら
れたパラメータ推定値と近かった．以上のことから，サンドイッチ培養ヒト肝細胞中での




肝細胞内で生成した MPAG の律速過程は basolateral efflux 過程と考えられた．一方，MPA
を添加後の肝動態モデルでは，basolateral uptake 過程を 100％阻害しても，各コンパートメ
ント中 MPAG はほとんど変動しなかった．これは肝細胞内からバッファーへの MPAG の移
行速度が，バッファーから肝細胞内への MPAG の取り込み速度よりも大きいことに起因す
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にカルシニューリン阻害薬である CsA と MPA を併用したときの血漿中 MPA のトラフ濃度
は，CsA 非併用群と比較して有意に低下することが報告されている 85）．血漿中 MPA 濃度
の低下は移植後の拒絶反応につながる怖れがあり，この MPA と CsA 間の薬物間相互作用は
臨床上，問題視される． 
MPA は UGT によって MPAG に代謝されるが，このグルクロン酸抱合代謝には少なくと
も 5 種の UGT が関与し，中でも UGT1A9 がその主役を担う 86）．また，MPA はヒト肝取り
込みトランスポーターOATP1B1 及び OATP1B3 の基質ではないが，MPAG はヒト OATP1B1
及び OATP1B3 の基質である 87）,88）．更に，第三章で明らかとなったように，肝臓内 MPAG
の胆汁中排泄にはヒト MRP2 が 76）,77），体循環への移行にはヒト MRP3 が関与する．CsA
は CYPs89）や UGTs90）の薬物代謝酵素だけでなく,，OATPs91）や MRPs92）といった薬物トラ
ンスポーターに対しても広く阻害作用を有する．以上のことから，CsA は MPA あるいは
MPAG の肝動態に関与する複数の因子を阻害することで，臨床において MPA のトラフ血漿
中濃度を低下させると考えられている． 
 
図 19 MPA trough levels in kidney allograft patients following MPA and predonisone 














































median, 2.02 µg/mL 
(n=18)
median, 3.75 µg/mL 
(n=11)
p<0.0001
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第一節 サンドイッチ培養ヒト肝細胞を用いた in vitro相互作用試験 
前述の通り，MPA あるいは MPAG の肝動態に関与する因子に対して，CsA は複数の過程
を阻害している可能性が考えられる．肝ミクロソームやトランスポーター発現細胞，あるい











第三章 第一節 第一項に記載したヒト凍結肝細胞（ロット IZT）を使用した．CsA は
Sigma-Aldrich（St. Louis，Missouri，米国）から購入した．その他の試薬は市販の等級の高い
ものを使用した． 
0，0.01，0.1，1，10 あるいは 50μmol/L の CsA を含む 1μmol/L MPA 又は MPAG 含有
Ca/Mg(+)若しくは Ca/Mg(-)バッファーを用いて実験を行った．反応時間は MPA を基質とし
た場合は 15 分，MPAG を基質とした場合は 5 分とした．その他の実験方法や前処理方法，
分析条件は第三章 第一節 第一項あるいは第三章 第二節 第一項に準じた． 
細胞溶解液中 MPA 濃度及び MPAG 濃度と蛋白定量値から，蓄積量（accumulation，
pmol/mg protein）を算出した．また，バッファー及び細胞溶解液の総量から，バッファー中，








サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 1μmol/L の MPAG を 0～50μmol/L の CsA と同時に添加
したときのMPAG の蓄積量及び BEIを図 20に示す． 
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MPAG の蓄積量から求めた BEI は，CsA の濃度上昇に応じて低下した．CsA 非添加ある
いは 0.01μmol/L の CsA 存在下での MPAG の蓄積量は Ca/Mg(+)条件下の方が Ca/Mg(-)条件
下よりも有意に高かったが，0.1μmol/L以上の CsA 存在下でその有意差は消失した． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 1μmol/L の MPA を 0～50μmol/L の CsA と同時に添加し
たときのバッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPA 及び MPAG の量的変動及び BEI
を図 21に示す．また，MPA及びMPAG の in vitro試験系におけ物質収支を図 22に示す． 
Ca/Mg(+)条件下における MPA の蓄積量は，1μmol/L の CsA 存在下で CsA 非添加に比べ
て有意に低かった．一方，Ca/Mg(-)条件下では差がなく，また CsA の濃度に応じた変化も認
められなかった（図 21A）．また，バッファー中 MPA 濃度も，CsA の濃度依存的な影響は
認められなかった（図 21B）．これらの結果から，CsA は MPA の輸送過程には影響しない
と考えられた．一方，MPA 添加後の MPAG の BEI は，MPAG 添加時と同様に CsA 濃度依
存的に低下した．更に，バッファーの条件を問わず，MPA 添加時において 10μmol/L 以上
の CsA の存在下で MPAG の蓄積量は有意に上昇し（図 21C），それと対応するようにバッ
ファー中 MPAG 濃度は 10μmol/L 以上の CsA の存在によって低下した（図 21D）．これら
の結果は，ヒト肝細胞内で生成した MPAG の MRPs を介した毛細胆管腔中及びバッファー
中への移行が CsA によって阻害されたために，ヒト肝細胞中の MPAG が増加したことを示
唆するものであった．また，MPA 及び MPAG のサンドイッチ培養ヒト肝細胞試験系におけ
るそれぞれの物質収支は CsA の存在によって影響を受けず，それらの和は添加量（300 pmol）
と同程度であった．このことは，サンドイッチ培養ヒト肝細胞中での MPA の代謝は主に
MPAG へのグルクロン酸抱合代謝で説明できること，並びに CsA がサンドイッチ培養ヒト
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図 20 Effect of CsA on MPAG accumulation in sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
MPAG (1 µmol/L) was incubated with sandwich-cultured human hepatocytes at 37°C for 5 min in 
Ca2+(+) (solid bar) or Ca2+(-) buffer (open bar) in the presence of CsA (0−50 µmol/L).  Data 
represent the mean + S.D. of three independent experiments with one lot of human hepatocytes.  BEI 
was assumed to be zero if the difference between Ca/Mg(+) and Ca/Mg(-) conditions was negative. 
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MPA (1 µmol/L) was incubated with sandwich-cultured human hepatocytes at 37°C for 15 min in 
Ca2+(+) (solid bar) or Ca2+(-) buffer (open bar) in the presence of CsA (0−50 µmol/L).  Data 
represent the mean + S.D. of three independent experiments with one lot of human hepatocytes. 
* p < 0.05, ** p < 0.01 for Ca2+(+) versus Ca2+(-) conditions (paired t test) 
† p < 0.05, ‡ p < 0,01 for presence versus absence of CsA in Ca2+(+) conditions (paired t test) 
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図 22 Influence of CsA on mass balance of MPA and MPAG in cellular, canalicular 
and extracellular compartments 
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第二節 ヒト肝ミクロソームを用いた in vitro代謝阻害試験 
第四章 第一節の結果から，サンドイッチ培養ヒト肝細胞における MPA から MPAG への
グルクロン酸抱合代謝に，CsA は阻害作用を有さないことが示唆された．一方で，ラット肝
ミクロソームを用いた試験において，MPA からMPAG への抱合代謝を CsA は濃度依存的に
阻害することが報告されている 40）．このため，ヒト肝ミクロソーム中での MPA から
MPAGへのグルクロン酸抱合代謝に対する CsA の影響を検討した． 
 
第一項 実験方法 
ヒト肝ミクロソーム（50ドナーのプール，mixed gender）は XENOTECH LLC から購入し
た．Quercetin は Sigma-Aldrich から購入した．その他の試薬は市販の等級の高いものを使用
した． 
UGT の補酵素として UDPGA を添加したヒト肝ミクロソーム（0.25 mg/mL）の反応液に，
MPA（1μmol/L）を CsA（0，0.01，0.1，1，10 あるいは 50μmol/L）と同時に添加し，37℃
で代謝反応を行った．反応時間は代謝反応の直線性が認められた時間，すなわち 10 分間と
した．MPA を反応させた後，反応液に対して 5 倍量のエタノールを添加して反応を停止さ






50 mM Tris-HCl バッファー（pH 7.5），8 mM 塩化マグネシウム， 
5 mM UDPGA，25μg/mL アラメチシン 




ヒト肝ミクロソーム中での MPA から MPAG へのグルクロン酸抱合代謝に与える CsA 及
び quercetinの影響を図 23に示す． 
CsA は 50μmol/Lの濃度まで，ヒト肝ミクロソーム中での MPA から MPAG へのグルクロ
ン酸抱合代謝を阻害しなかった．一方，陽性対照として用いた quercetin はヒト肝ミクロソ
ーム中での MPAG の生成をほぼ完全に阻害した．これらの結果は，サンドイッチ培養ヒト
肝細胞中での MPAG の生成に CsA は影響しないと考えられた前節の結果と一致するもので
あった．CsA は複数の UGT 分子種に対して阻害作用を示すことが報告されており，各 UGT
分子種を過剰発現させたミクロソームを用いた検討では，CsA は UGT1A1 及び UGT1A4 に
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対してそれぞれ 48μmol/L 及び 23μmol/L の IC50 を示すが，UGT1A6，UGT2B7 及び
UGT2B1 を阻害しない 90）．MPA のグルクロン酸抱合代謝に関与する UGT 分子種は
UGT1A1，UGT1A7，UGT1A8，UGT1A9 及び UGT1A10 であり，中でも UGT1A9 が肝臓で
はその約 50％に関与する 86）．また，UGT1A9 に対する MPA の Km（0.16μmol/L）は
UGT1A1 の Km（0.41μmol/L）よりも低く，また，UGT1A9 発現ミクロソーム中で生成した
MPAG の Vmax（11.82 nmol/min/mg protein）も，UGT1A1 発現ミクロソームにおける Vmax
（0.11 nmol/min/mg protein）よりも 100倍以上大きい 93）．これらの報告は，ヒト肝ミクロソ
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MPA (1 µmol/L) was incubated with human liver microsomes (0.25 mg/mL) at 37°C for 10 min in the 
presence of CsA (up to 50 µmol/L) or quercetin at 100 µmol/L.  Data represent the mean + S.D. of 
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第三節 モデリング解析による CsAの阻害パラメータ算出 
数学的モデルに基づく解析の応用性として，一旦モデルが構築されると，パラメータ変動
に伴う様々な変化をモデルに基づいてシミュレーションが可能になる 49）．第四章 第一節
の結果から，CsA は MPA の輸送及び代謝過程には影響しない一方，MPAG の複数の輸送過
程に対して阻害することが示唆された．このため，既に第三章 第四節において構築したサ
ンドイッチ培養ヒト肝細胞における MPA 及び MPAG の肝動態モデルを用い，MPAG の各
輸送過程に対する CsA の阻害パラメータを，数理モデルに基づいて推定した． 
 
第一項 解析方法 
第三章 第四節で得られたサンドイッチ培養ヒト肝細胞における MPA 及び MPAG の肝動
態パラメータ推定値（Model 2），及び第四章 第一節で得られた CsA（0～50μmol/L）存
在下でのバッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPA 及び MPAG のデータを用いた．
解析には NONMEM version 7.1.2を用い，subroutineは ADVAN 13を使用した． 
 
以下の微分方程式及び陽関数によって，MPAG 添加後のサンドイッチ培養ヒト肝細胞におけ




 =  − 𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚  ×  (1 − 𝐼𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒) + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  
×  (1 − 𝐼𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥) + 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚 × (1 −  𝐼𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒) 
− {𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  (1 − 𝐼𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥) + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  (1 − 𝐼𝑏𝑖𝑙𝑒)} × 𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  ×  (1 − 𝐼𝑏𝑖𝑙𝑒)  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
 
𝐼𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  =  
𝐼𝑚𝑎𝑥,𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  ×  [𝐼]
𝛾𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝐼𝐶50,𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝛾𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  + [𝐼]𝛾𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
 
𝐼𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥  =  
𝐼𝑚𝑎𝑥,𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥  ×  [𝐼]
𝛾𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥
𝐼𝐶50,𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥
𝛾𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥  + [𝐼]𝛾𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥
 
𝐼𝑏𝑖𝑙𝑒  =  
𝐼𝑚𝑎𝑥,𝑏𝑖𝑙𝑒  ×  [𝐼]
𝛾𝑏𝑖𝑙𝑒
𝐼𝐶50,𝑏𝑖𝑙𝑒
𝛾𝑏𝑖𝑙𝑒  + [𝐼]𝛾𝑏𝑖𝑙𝑒
 
ここで，kuptake，kefflux 及び kbile はそれぞれ血液側から肝細胞内への取り込み（basolateral 
uptake），肝細胞内から血液側への排出（basolateral efflux）及び肝細胞内から胆汁中への排
泄（biliary excretion）過程の一次速度定数を示す．kflow は毛細胆管腔からバッファーへの漏
出（flow）の一次速度定数を示す．X は MPA あるいは MPAG の各コンパートメントにおけ
る量を示し，付随する m，c 及び b はぞれぞれ外部メディウム（バッファー），肝細胞及び
毛細胆管腔を意味する．Iuptake，Iefflux 及び Ibile はそれぞれ MPAG の basolateral uptake，
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basolateral efflux 及び biliary excretion 過程に対する CsA の阻害率（％）を示す．Imaxは最大
阻害率（％）を示し，IC50 は Imax に対して 50％の効果を示すときの CsA 濃度，γはヒル係
数を示す．また，[I]は添加 CsA 濃度を示す．MPA 添加量は 300 pmol とし，kuptake,MPAG，
kefflux,MPAG，kbile,MPAG 及び kflow,MPAG は第三章 第四節の結果から，それぞれ 0.0815 min−1，
6.02 min−1，0.228 min−1及び 0.0403 min−1とした（表 5）． 
 
更に，以下の微分方程式及び陽関数によって，MPA 添加後のサンドイッチ培養ヒト肝細胞
における MPAG 肝動態に対する CsA の阻害パラメータを推定した．なお，第四章 第一節





 =  − 𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴,𝑚 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  ×  (1 − 𝐼𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥) − 𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚  
×  (1 − 𝐼𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒) + 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴,𝑚  − 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚,𝑀𝑃𝐴  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴,𝑐 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚,𝑀𝑃𝐴  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴,𝑐  + 𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑚  ×  (1 − 𝐼𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒) 
− {𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  (1 − 𝐼𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥) + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒  ×  (1 − 𝐼𝑏𝑖𝑙𝑒)}  × 𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐 
𝑑𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑐  ×  (1 − 𝐼𝑏𝑖𝑙𝑒)  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑀𝑃𝐴𝐺  ×  𝑋𝑀𝑃𝐴𝐺,𝑏 
 
𝐼𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  =  
𝐼𝑚𝑎𝑥,𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  ×  [𝐼]
𝛾𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝐼𝐶50,𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝛾𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒  + [𝐼]𝛾𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
 
𝐼𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥  =  
𝐼𝑚𝑎𝑥,𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥  ×  [𝐼]
𝛾𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥
𝐼𝐶50,𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥
𝛾𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥  + [𝐼]𝛾𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥
 
𝐼𝑏𝑖𝑙𝑒  =  
𝐼𝑚𝑎𝑥,𝑏𝑖𝑙𝑒  ×  [𝐼]
𝛾𝑏𝑖𝑙𝑒
𝐼𝐶50,𝑏𝑖𝑙𝑒
𝛾𝑏𝑖𝑙𝑒  + [𝐼]𝛾𝑏𝑖𝑙𝑒
 
ここで，kmetabolism は細胞内代謝（intracellular metabolism）過程の一次速度定数を示す．MPA
添加量は 300 pmol とし，kuptake,MPA，kmetabolism,MPA，kuptake,MPAG，kefflux,MPAG，kbile,MPAG 及び
kflow,MPAGは 第二章 第四節の結果から，それぞれ 0.0381 min−1，1.58 min−1，0.0111 min−1，
0.143 min−1，0.0591 min−1 及び 0.122 min−1 とした（表 5）．また，肝細胞内からバッファー
への MPAG の移行速度がバッファーから肝細胞内への MPAG の取り込み速度よりも速く，
MPAG の肝取り込み過程に対する阻害パラメータを推定することが出来ないため，Imax,uptake，
IC50,uptake及びγuptakeは MPAG 添加時の阻害パラメータを用いた． 
 
   
 66  
第二項 結果 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPAG を 0～50μmol/Lの CsA と同時に添加し，得られた
バッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPAG から推定した CsA の阻害パラメータを
表 6に示す． 
MPAG の肝取り込みには CsA で阻害される OATP1B1 及び OATP1B3 が関与すると報告さ
れているが 87），CsA の Imax,uptakeは 32.4％と推定された．このことから，MPAG の肝取り込
みに関与するヒト OATPsの寄与は約 30％と考えられた． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPA を 0～50μmol/L の CsA と同時に添加し，得れれた
バッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の MPA 及び MPAG から推定した CsA の阻害パ
ラメータを表 7に示す．なお，IC50,uptake，Imax,uptake及びγuptakeは表 6の結果を用いた． 
肝細胞内で生成したMPAGの basolateral efflux過程に対する CsA の IC50及び Imaxはそれぞ
れ 11.8μmol/L 及び 51.6％と推定された．一方，ヒト肝細胞内で生成した MPAG の biliary 
excretion 過程に対する CsA の IC50及び Imaxはそれぞれ 3.62μmol/L 及び 83.1％と推定され，
IC50,bile は IC50,efflux よりも低く，Imax,bile は Imax,efflux よりも高かった．この結果は，CsA はヒト
肝細胞中で，MPAGの basolateral efflux 過程よりも biliary excretion 過程に対してより強い阻
害作用を示していることを示唆するものであった． 
得られた CsA の阻害パラメータ推定値から，CsA 濃度と各輸送過程に対する阻害率をシ
ミュレーションした結果を図 24 に示す．なお，MPAG の basolateral efflux 及び biliary 
excretion過程に対する CsA の阻害パラメータは表 7の結果を用いた． 
MPAG の basolateral efflux 過程に対して，CsA は 5μmol/L まで阻害しなかった．一方，
MPAG の basolateral uptake 及び biliary excretion 過程は CsA が 0.1μmol/L 以上の濃度で阻害





   
 67  
表 6 Inhibitory parameter estimates of CsA for MPAG hepatic disposition after 
incubating MPAG with sandwich-cultured human hepatocytes 
Process Parameter Estimate %RSE 
Basolateral uptake IC50 (µmol/L) 1.95 0.0 
 Imax (%) 32.4 0.0 
 γ  0.777 0.0 
Basolateral efflux IC50 (µmol/L) 2.55 0.1 
 Imax (%) 67.4 0.1 
 γ  1.09 1.0 
Biliary excretion IC50 (µmol/L) 2.04 0.8 
 Imax (%) 77.1 0.1 
 γ  1.94 0.5 
 
Inhibitory parameters were estimated using NONMEM (subroutine ADVAN 13) of data from mass 
balance–time profiles of hepatic disposition of MPAG in sandwich-cultured human hepatocytes. 
 
表 7 Inhibitory parameter estimates of CsA for MPAG hepatic disposition after 
incubating MPA with sandwich-cultured human hepatocytes 
Process Parameter Estimate %RSE 
Basolateral uptake IC50 (µmol/L) 1.95 FIXED 
 Imax (%) 32.4 FIXED 
 γ  0.777 FIXED 
Basolateral efflux IC50 (µmol/L) 11.8 8.6 
 Imax (%) 51.6 7.4 
 γ  4.65 7.7 
Biliary excretion IC50 (µmol/L) 3.62 32.3 
 Imax (%) 83.1 4.5 
 γ  1.36 36.0 
 
Inhibitory parameters were estimated using NONMEM (subroutine ADVAN 13) of data from mass 
balance–time profiles of hepatic disposition of MPAG in sandwich-cultured human hepatocytes. 
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図 24 Simulation of CsA inhibition of basolateral uptake, basolateral efflux, and 
biliary excretion of MPAG 
 
 
Each line shows the median of percent inhibition of CsA for basolateral uptake, basolateral efflux, and 
























   





試験系と考えられる．本章では，臨床で MPA と薬物間相互作用が報告されている CsA につ
いて，サンドイッチ培養肝細胞を用いた in vitro 相互作用試験を実施し，その阻害の影響を
既に構築した肝動態モデルを用いて推定した． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に MPA あるいは MPAG を CsA と同時に添加したとき，
MPAG の BEI はいずれも CsA の濃度依存的に低下した．BEI は肝細胞中と毛細胆管腔中の
化合物量比によって決定されるため，basolateral uptake及び basolateral efflux過程への影響を
無視できる場合は，BEIの阻害率を biliary excretion の阻害率と見なすことが出来る．しかし，
MPAG の場合は肝臓への取り込みにはヒト OATPs が 87），体循環への移行にはヒト MRP3
及び MRP4 が関与していることが明らかとなっており．また，これらトランスポーターに対
して CsA は阻害作用を有していることから 91）,94），BEI を指標として MPAG の biliary 
excretion 過程に対する CsA の阻害を評価することは不適と考えられた．このように，BEIは
biliary excretion 以外の輸送あるいは代謝過程の変動によっても影響を受けるため，毛細胆管
腔中の蛍光強度の変動を quantitative time-lapse imaging（以下 QTLI）法を用いて可視化し，
canalicular membrane transporterに対する阻害を評価する方法も報告されている 43）,44）．肝動
態モデルに基づいた阻害パラメータの推定は，QTLI 法と同様に複数の肝動態過程が変動す
る場合でも評価可能であることから，今後，更なる検討が期待される． 
阻害パラメータの推定において，CsA は MPA の輸送及び代謝に影響しないと仮定した．
CsA が阻害作用を有する OATP1B1 あるいは OATP1B3 に対して，MPA は基質ではなく 87），
また MPA と MPAG の in vitro 試験系中の物質収支は CsA によって影響を受けなかったこと
（図 22），並びにヒト肝ミクロソーム中での MPA から MPAG のグルクロン酸抱合代謝を
CsA は阻害しなかったこと（図 23）から，これらの仮定は妥当と考えられた． 
MPAGの basolateral uptake 過程に対する CsA の Imaxは 32.4％と推定された．第三章 第一
節の結果から，MPAG の肝取り込み過程におけるヒト肝取り込みトランスポーターの関与は
約 1/4 程度であることが示唆されており，本章で推定された Imaxはその結果に近いものであ
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ている．また，サンドイッチ培養肝細胞と浮遊肝細胞の大きな違いは basolateral uptake 及び




ヒト肝細胞内で生成したMPAGの basolateral efflux過程に対する CsAの Imaxは 51.6％と推
定されたことから，MPAG の体循環への移行に関与するヒト MRP3 及び MRP4 の寄与は約
50％と考えられた．一方，ヒト肝細胞内で生成した MPAG の biliary excretion 過程に対する




（in vivo では血中濃度に対応）を基に考察することが出来る．MPAG の輸送過程に対する
CsA の IC50 は，basolateral uptake（1.95μmol/L），biliary excretion（3.62μmol/L），
basolateral efflux（11.8μmol/L）の順であった．ヒト肝細胞あるいは発現細胞を用いたこれ
までの検討から，CsA のヒト OATP1B1/OATP1B3 に対する IC50は 0.06～2.2μmol/L と報告
されている 91）．また，MPAG とは異なる基質（carboxy-dichlorofluorescein）を用いたサンド
イッチ培養ヒト肝細胞中でのヒト MRP2 に対する CsA の IC50は 3.4μmol/L95），ヒト MRP2
を過剰発現させた膜ベシクルを用いた検討では MPAG の取り込みに対する CsA の IC50は 8
μmol/L と報告されている 96）．更に，ヒト MRP3 あるいは MRP4 を過剰発現させた膜ベシ
クル試験において，CsA の IC50はヒト MRP3（基質：3H-17β-エストラジオールグルクロニ
ド）及び MRP4（基質：3H-硫酸デヒドロエピアンドロステロン）に対してそれぞれ 106μ




数理モデル解析によって推定された阻害パラメータから，CsA 濃度に応じた MPAG の各
輸送過程に対する阻害率をシミュレーションしたところ，basolateral efflux 過程は 5μmol/L
以上の CsAで阻害される一方，basolateral uptake及び bilairy excretion 過程はより低濃度から
阻害される結果が得られた．腎移植患者における CsA の平均最大血中濃度及び血中トラフ
濃度はそれぞれ 1880 ng/mL（約 1.56μmol/L）及び 251 ng/mL（約 0.2μmol/L）と報告され
ている 97）．また，肝取り込みトランスポーターにおける薬物間相互作用の評価においては，
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臨床での予想最大非結合形濃度に基づくカットオフ基準（R 値）の考え方が，各規制当局か
らのガイダンス/ガイドラインに記載されている 3）-5）．R 値は以下の計算式から算出される． 
 
R = 1 +  
𝑓𝑢  ×  𝐼𝑖𝑛𝑙𝑒𝑡,𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑖
 
ここで，fu は蛋白非結合形分率，Iinlet,max は肝臓入口における阻害剤の予想最大濃度，Ki は阻
害定数を示す．CsA の OATP1B1 に対する R 値及び Kiはそれぞれ 3.55 及び 0.242μmol/L と
報告されていることから 98），肝臓入口における CsA の予想最大非結合形濃度は 0.617μ
mol/L と逆算できる．更に，CsA の血中動態の個体差並びに用法・用量幅（腎移植患者の初
期投与量：9±3 mg/kg/日，肝移植患者の初期投与量：8±4 mg/kg/日，心臓移植患者の初期
投与量：7±3 mg/kg/日）を考慮すると 99），0.2～1.5μmol/Lの濃度が CsA の臨床的な濃度と
考えられた．これらのことから，図 25 に示すように，CsA は臨床的な濃度においては
MPAG の体循環への移行を阻害しない一方，MPAG の肝取り込み及び胆汁中への排泄を阻
害し，MPAG の腸肝循環を抑制することで，MPA の血漿中トラフ濃度が低下させることが
考えられた．また有意ではないが，CsA 併用によって血漿中 MPAG 濃度が上昇する傾向が
認められている 100）,101）．これも CsAによるMPAGの basolateral uptake及び biliary excretion
過程の阻害に基づくものと考えられた．更に，CsA のヒト肝取り込みトランスポーターに対
する阻害作用がプレインキュベーション依存的に強くなること（時間依存的阻害作用）が最
近報告されており 102），その一部は CsA の代謝物の影響とも報告されている 103）．本章にお
ける検討では，CsA はMPA あるいは MPAG と同時に添加したときの阻害パラメータを推定
したものであるが，CsA をサンドイッチ培養ヒト肝細胞とプレインキュベーションすること
で，細胞内 CsA 濃度あるいは細胞内で生成した CsA の代謝物の影響が更に強くなる可能性
も否定できない．このため今後，本内容に関する更なる研究が期待される． 
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されている 104）．図 26A に示すように，bosentan の代謝には CYP2C9 及び CYP3A が関与し
ており，CYP2C9 は t-buthyl 基の水酸化に特異的に関与し，CYP3A は t-buthyl 基の水酸化と
ともに，methyl phenyl ether 基の脱メチル化にも関与している 105）-107）．健康成人に bosentan
（62.5 mg）を単回経口投与後の血漿中 bosentan 及び代謝物の薬物動態パラメータを図 26B
に示す．血漿中の主成分は未変化体（bosentan）であり，代謝物の中では Ro 48-5033 が最も






















パラメータ Bosentan Ro 48-5033 Ro 47-8634 Ro 64-1056
Tmax（h） 4.5（3.5 – 6.0） 9.0（4.5 – 12.0） 4.5（4.5 – 6.0） 6.5（4.5 – 8.0）
Cmax（ng/mL） 617（504，755） 34.4（26.7，44.5） 11.3（8.6，14.8） 28.4（23.4，34.5）
T1/2（h） 5.4（4.5，6.6） 14.2（9.6，21.0） 4.5（3.6，5.5） 4.0（3.2，5.1）
AUCinf（ng*h/mL） 4234（3597，4985） 522（401，681） 98.4（79.3，122） 283（244，328）
Data are expressed as geometric mean (and 95% confidence interval) or, for Tmax, as median (and range).
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bosentan 及びその代謝物の in vitro 肝動態を検討し，更に bosentan の主代謝物である Ro 48-




第三章 第一節 第一項に記載したヒト凍結肝細胞（ロット IZT，GHA，RTM）を使用し
た．また，ヒト P-糖蛋白質（以下 P-gp），MRP2，BCRP あるいは BSEP を過剰発現させた
膜ベシクルは株式会社ジェノメンブレンから購入し，購入後速やかに使用した．bosentan，
Ro 48-5033 及びそれらの d 体，並びに Ro 47-8634 及び Ro 64-1056 は Toronto Research 
Chemicals Inc.から購入した．その他の試薬は市販の等級の高いものを使用した． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞を用いた bosentan の肝動態試験において，細胞溶解液を得る
までの操作は第三章 第二節 第一項に準じた．Bosentan を基質とした場合，反応液中濃度
は 1μmol/L とし，CO2インキュベーター内で 3，5，10，15，20，30 あるいは 45 分間静置




 ←ガラス試験管にメタノール 200μL，Bosentan-d4調製液（50μL），Ro 48-5033-d4 
調製液（50μL）及び細胞溶解液又はバッファー（200μL）を採取し，混合 
←水 3 mLで希釈 
←予めメタノール／水でプレコンディショニングした固相カラム 




←初期移動相（10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5）／アセトニトリル 
（7：3）混液）150μLで再溶解 
再溶解液 10μLを LC/MS/MS で分析 
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ヒト ABC トランスポーター発現膜ベシクルを用いた Ro 48-5033 の基質認識性評価におい
て，rapid filtration 法は第二章 第三節 第一項に準じた．Ro 48-5033 の反応液中濃度は 10
μmol/L とし，37℃で 2 分間取り込みを行った．膜ベシクルの反応液中濃度はいずれも







50 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），7.5 mM 塩化マグネシウム， 
70 mM 塩化カリウム，4 mM ATP（又は 4 mM AMP） 
反応停止液 40 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），70 mM 塩化カリウム 
MRP2 
バッファー 
50 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），7.5 mM 塩化マグネシウム， 
70 mM 塩化カリウム，4 mM ATP（又は 4 mM AMP），2 mM グルタチオン 
反応停止液 40 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），70 mM 塩化カリウム 
BCRP 
バッファー 
50 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），7.5 mM 塩化マグネシウム， 
70 mM 塩化カリウム，4 mM ATP（又は 4 mM AMP） 
反応停止液 40 mM MOPS-Tris バッファー（pH 7.0），70 mM 塩化カリウム 
BSEP 
バッファー 
10 mM HEPES-Tris バッファー（pH 7.4），10 mM 硝酸マグネシウム， 
100 mM 硝酸カリウム，50 mM スクロース，4 mM ATP（又は 4 mM AMP） 
反応停止液 
10 mM HEPES-Tris バッファー（pH 7.4），100 mM 硝酸カリウム， 
50 mM スクロース 
試料の前処理条件を以下に示す． 
前処理方法 
 ←Membrane filterをアセトニトリル（300μL）で溶解 
←水（50μL），メタノール（300μL）及び Ro 48-5033-d4調製液（50μL）を 
添加し，membrane filterを析出させた後，遠心（約 10000g，5分） 
←遠心上清をガラス試験管に採取 
←濃縮遠心機を用いて減圧乾固 
←初期移動相（10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5）／アセトニトリル 
（7：3）混液）80μLで再溶解 
再溶解液 10μLを LC-MS/MS で分析 
LC-MS システムの制御及びデータ処理には Analyst version 1.4.1 を使用した．検量線範囲は
Ro 64-1056以外は 1～1000 nmol/Lとし，Ro 64-1056は 1～500 nmol/Lとした．検量線試料及
び QC試料の判定基準は第三章 第一節 第一項に準じた． 
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LC-MS/MS条件 
HPLC システム：  1100 series 
カラム：  Synergi Polar RP，4μm，150×2.0 mm ID（Phenomenex） 
カラム温度：  40℃ 
オートサンプラー温度： 4℃ 
移動相：  A）10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5） 
B）アセトニトリル 
Time (min) % A % B 
0 70 30 
1 70 30 
7 10 90 
8 10 90 
9 70 30 
14 70 30 
流速：   400μL/min 
Ion source：  Turbo Spray 
Scan type：  MRM 
Scan time：  150 msec 
Polarity：  Positive 
Analyte： monitor ion (m/z)  DP (V)  CE (V)  CXP (V) 
Bosentan 552.3 → 202.1   106    45    14 
Bosentan-d4 556.1 → 202.0   106    45    14 
Ro 48-5033 568.3 → 202.1   106    45    14 
Ro 48-5033-d4 572.3 → 202.0   106    45    14 
Ro 47-8634 538.1 → 189.0   106    45    14 




（Ro 48-5033，Ro 47-8634 及び Ro 64-1056）の量的時間推移を求めた．また，Ro 48-5033を
基質とした検討では細胞溶解液中 Ro 48-5033 濃度と蛋白定量値から，蓄積量（accumulation，
pmol/mg protein）を算出した．BEIの算出は第二章 第二節 第一項に準じた． 
膜ベシクルを用いた検討では，試料中 Ro 48-5033 濃度及び反応液中膜ベシクル濃度から，
取り込み量（uptake，pmol/2min/mg protein）を算出した． 
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第二項 統計解析 
膜ベシクル試験における AMP 添加試料に対する ATP 添加試料の Ro 48-5033 の取り込み
量について，第二章 第三節 第二項に準じた 2-sample t検定を行った． 
 
第三項 結果 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞に 1μmol/L の bosentan を添加後のバッファー中，肝細胞中
及び毛細胆管腔中の bosentan，Ro 48-5033，Ro 47-8634 及び Ro 64-1056の経時的な量的推移
を図 27に示す． 
バッファー中及び肝細胞中の bosentan は添加後 15 分以降はほぼ一定に推移した．
Bosentan の蓄積量は Ca/Mg(+)条件下と Ca/Mg(-)条件下でほとんど差は認めれなかったこと
から（data not shown），bosentanは毛細胆管腔中へほとんど移行しないと考えられた．一方，
bosentan の代謝物は，いずれもバッファー中及び毛細胆管腔中の経時的な増加が認められた
（図 27C，E，F，H，I 及び K）．したがって，ヒト肝細胞内で生成した bosentan の代謝物
（Ro 48-5033，Ro 47-8634 及び Ro 64-1056）は血液側膜を介してバッファー中へ移行すると
ともに，胆管側膜を介して毛細胆管腔中へ移行すると考えられた． 
Bosentan を基質としたときに毛細胆管腔への移行が認められた代謝物の中で，ヒトでの主




に bosentan を添加後，肝細胞内で生成した Ro 48-5033 が毛細胆管腔中へ移行した結果と一
致するものであった． 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞中で毛細胆管腔中への移行が認められた Ro 48-5033 につい
て，ATP あるいは AMP 存在下における各 ABC トランスポーター発現膜ベシクルへの取り
込みを検討した．その結果を図 29に示す． 
ヒト P-gpあるいは BSEP を過剰発現させた膜ベシクルへの Ro 48-5033の ATP 存在下の取
り込み量は，AMP 存在下と変わらなかった．一方，ヒト MRP2 あるいは BCRP を過剰発現
させた膜ベシクルへの Ro 48-5033 の取り込み量は，ATP 存在下で有意に高かった．このこ
とから，Ro 48-5033 はヒト MRP2 及び BCRP の基質であり，これら胆管側膜トランスポー
ターによって Ro 48-5033は胆汁中へ排泄されると考えられた． 
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図 27 Mass–time profiles of bosentan, Ro 48-5033, Ro 47-8634, and Ro 64-1056 in 
sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
Bosentan(1 µmol/L) was incubated with SCHH for 3, 5, 10, 15, 20, 30, or 45 min in Ca2+(+) or Ca2+(-) 
buffer.  Data represent the mean ± S.D. from four independent experiments with one lot of human 
hepatocytes (IZT). 
●, bosentan in buffer; ●, bosentan in hepatocytes; 
■, Ro 48-5033 in buffer; ■, Ro 48-5033 in hepatocyte; ■, Ro 48-5033 in bile canaliculi 
♦, Ro 47-8634 in buffer; ♦, Ro 47-8634 in hepatocyte; ♦, Ro 47-8634 in bile canaliculi 
▲, Ro 64-1056 in buffer; ▲, Ro 64-1056 in hepatocyte; ▲, Ro 64-1056 in bile canaliculi 
 
  
(A) Bosentan in buffer (B) Bosentan in cells
(C) Ro 48-5033 in buffer (D) Ro 48-5033 in cells (E) Ro 48-5033 in bile
(F) Ro 47-8634 in buffer (G) Ro 47-8634 in cells (H) Ro 47-8634 in bile
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図 28 BEIs of Ro 48-5033 in sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
Sandwich-cultured human hepatocytes were incubated with 1 µmol/L Ro 48-5033 for 10 min in 
Ca2+(+) or Ca2+(-) buffer.  Solid and open bar represent the mean value of two independent 
experiments in Ca2+(+) and Ca2+(-) condition, respectively.  Data represent the BEI of three lots of 









































BEI: 27.5% BEI: 23.5%
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図 29 Uptake of Ro 48-5033 by membrane vesicles expressing human P-gp, MRP2, 
BCRP, or BSEP 
 
 
Uptake of Ro 48-5033 (10 µmol/L) by membrane vesicles (1 mg/mL) was measured at 37°C for 2 min 
in the presence of ATP (solid bar) or AMP (open bar).  Data represent the mean ± S.D. of three or 
four independent determinations. 
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第二節 サンドイッチ培養ヒト肝細胞中の bosentan及び代謝物の肝動態モデリング 
第五章 第一節で得られたサンドイッチ培養ヒト肝細胞中の bosentan，Ro 48-5033，
Ro 47-8634及び Ro 64-1056 の量的時間推移を基に，モデル解析を行った． 
 
第一項 解析方法 
第五章 第一節で得られたバッファー中，肝細胞中及び毛細胆管腔中の bosentan，Ro 48-
5033，Ro 47-8634及び Ro 64-1056のデータを用いた．解析には NONMEM version 7.1.2 を用





図 30 Schema of nonlinear mixed effect models for hepatic disposition of bosentan 
and its metabolites in sandwich-cultured human hepatocytes 
 
 
kuptake, kefflux, kbile and kflow are the first-order rate constants for uptake, basolateral efflux, biliary 
excretion, and flow from the bile canaliculi to the buffer of bosentan, Ro 48-5033, Ro 47-8634, or 






































   







 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑚  + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑚
𝑑𝑡
 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑚  +  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐  
+ 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 48−5033  × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚
𝑑𝑡
 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚  +  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  
+ 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 47−8634  × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚
𝑑𝑡
 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚  +  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  
+ 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 47−8634  × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏 
𝑑𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑚  




 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑚  + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐  
− (𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056  + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 48−5033  + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 48−5033)  
× 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚  + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐  
− (𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056  + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 47−8634  + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 47−8634)  
× 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑚  + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐  
+ 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  
− (𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 64−1056  +  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 64−1056)  × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 48−5033  × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 47−8634  × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 64−1056  × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑏 
ここで，kuptake，kefflux 及び kbile はそれぞれ血液側から肝細胞内への取り込み（basolateral 
uptake），肝細胞内から血液側への排出（basolateral efflux）及び肝細胞内から胆汁中への排
泄（biliary excretion）過程の一次速度定数を示す．kmetabolism は細胞内代謝（ intracellular 
metabolism）過程の一次速度定数を示す．kflow は毛細胆管腔からバッファーへの漏出（flow）
の一次速度定数を示す．Xは bosentan，Ro 48-5033，Ro 47-8634あるいは Ro 64-1056 の各コ
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ンパートメントにおける量を示し，付随する m，c 及び b はぞれぞれ外部メディウム（バッ
ファー），肝細胞及び毛細胆管腔を意味する． 
 








Bosentan のバッファー中（図 31A）及び肝細胞中（図 31B），Ro 48-5033 及び Ro 47-
8634 のバッファー中（図 31C 及び F），肝細胞中（図 31D 及び G）及び毛細胆管腔中 
（図 31E 及び H）の予測値は，実測値とほぼ一致するものであった．また，Ro 64-1056 の
バッファー中（図 31I）及び毛細胆管腔中（図 31K）の予測値も，同様に実測値とほぼ一致
するものであった．これに対し，肝細胞中 Ro 64-1056 の予測値のみが実測値よりも過大に
評価される結果が得られた（図 31J）．この結果を説明するためには，以下に示すような 3
つの仮説が考えられた． 
 Ro 64-1056はヒト肝細胞中で更に代謝されるにも関わらず，Ro 64-1056が最終代謝物と
なるモデルになっているため，肝細胞中 Ro 64-1056 量が過大評価された． 
 Ro 48-5033のヒト肝細胞中での代謝経路には，Ro 64-1056以外に未同定の代謝経路が存
在し，その代謝経路が組み込まれていないモデルであるため，この代謝速度も Ro 64-
1056への代謝速度として推定され，肝細胞中 Ro 64-1056量が過大評価された． 
 上記と同様に，Ro 47-8634のヒト肝細胞中での代謝経路に未同定の代謝経路が存在し，
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図 31 Diagnostic plots for observed versus predicted values of bosentan, Ro 48-5033, 
Ro 47-8634, and Ro 64-1056 
 
 
The dashed line represents a correlation coefficient of 1. 
●, bosentan in buffer; ●, bosentan in hepatocytes; 
■, Ro 48-5033 in buffer; ■, Ro 48-5033 in hepatocyte; ■, Ro 48-5033 in bile canaliculi 
♦, Ro 47-8634 in buffer; ♦, Ro 47-8634 in hepatocyte; ♦, Ro 47-8634 in bile canaliculi 
▲, Ro 64-1056 in buffer; ▲, Ro 64-1056 in hepatocyte; ▲, Ro 64-1056 in bile canaliculi 
  
(A) Bosentan in buffer (B) Bosentan in cells
(C) Ro 48-5033 in buffer (D) Ro 48-5033 in cells (E) Ro 48-5033 in bile
(F) Ro 47-8634 in buffer (G) Ro 47-8634 in cells (H) Ro 47-8634 in bile
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第三節 ヒト肝ミクロソームを用いた新規代謝経路探索 
第五章 第二節の結果から，ヒト肝細胞中には図 26A に示した以外の代謝経路が存在し，
そのために肝細胞中 Ro 64-1056 を過大に評価するモデルになっていると考えられた．この




ヒト肝ミクロソーム（50ドナーのプール，mixed gender）は XENOTECH LLC から購入し
た．その他の試薬は市販の等級の高いものを使用した． 
CYP の補酵素として NADPH を添加したヒト肝ミクロソーム（0.5 mg/mL）中で，Ro 64-
1056，Ro 48-5033あるいは Ro 47-8634（いずれも 0.5μmol/L）を 0，5，10，20あるいは 30
分間 37℃で代謝させた．Ro 64-1056 については UGT の補酵素として UDPGA を添加したヒ
ト肝ミクロソーム（0.5 mg/mL）中で，0，5，10，20 あるいは 30 分間 37℃で代謝させた．
所定時間基質を代謝させた後，反応液に対して 5 倍量の反応停止液（アセトニトリル／メタ





100 mM リン酸カリウムバッファー（pH 7.4），5 mM 塩化マグネシウム， 
1 mM NADPH 
UGT 代謝 
50 mM Tris-HCl バッファー（pH 7.5），8 mM 塩化マグネシウム， 
5 mM UDPGA，25μg/mL アラメチシン 
試料の前処理条件を以下に示す． 
前処理方法 
 ←Bosentan-d4調製液（50μL）及び Ro 48-5033-d4調製液（50μL）を添加し，混合 
←超音波処理（10分）後，遠心（約 3000g，10 分） 
←上清をガラス試験管に採取し，残渣に反応停止液 1 mLを添加後，混合 
←超音波処理（10分）後，遠心（約 3000g，10 分） 
←上清を先ほど上清を回収した同じガラス試験管に採取し，混合 
←濃縮遠心機を用いて減圧乾固 
←初期移動相（10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5）／アセトニトリル 
（7：3）混液）200μLで再溶解 
分析条件は第五章 第一節 第一項に準じた． 
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第二項 結果 
Ro 64-1056 をヒト肝ミクロソーム中で代謝させたときの経時的な Ro 64-1056 濃度推移を
図 32A及び図 32Bに示す． 
Ro 64-1056 は補酵素として NADPH，UDPGA どちらを添加したときも，ヒト肝ミクロソ
ーム中で安定であった．このことから，サンドイッチ培養ヒト肝細胞中で Ro 64-1056 は更
に代謝されず，安定であると考えられた． 
Ro 48-5033 をヒト肝ミクロソーム中で代謝させたときの経時的な Ro 48-5033 及び Ro 64-
1056濃度推移を図 32Cに示す． 
NADPH存在下のヒト肝ミクロソーム中で Ro 64-1056 の生成が認められたが，その生成速
度は遅く，また，Ro 48-5033 はヒト肝ミクロソーム中でほとんど減少しなかった． 
Ro 47-8634 をヒト肝ミクロソーム中で代謝させたときの経時的な Ro 48-47-8634 及び Ro 
64-1056濃度推移を図 32Dに示す．また，Ro 64-1056 測定における典型的なMS クロマトグ
ラムを図 33に示す． 
NADPH存在下のヒト肝ミクロソーム中では Ro 64-1056の経時的な増加が認められ，また，
その生成量も Ro 48-5033 を基質とした場合と比較すると多かった．また，ヒト肝ミクロソ
ーム中での Ro 47-8634 の経時的な減少も確認された．更に，Ro 64-1056 測定において，
Ro 64-1056（保持時間約 5分）とは別に，保持時間 6 分付近に Ro 64-1056と同じ m/z（554.3
→189.0）を有するイオンピークが認められた．この結果は，Ro 64-1056 の生成は Ro 47-
8634 からの代謝経路が主に関与していることに加え，Ro 47-8634 には Ro 64-1056 への代謝
経路とともに別の代謝経路が存在することを示唆している．このため，第四章 第二節で検
討した数理モデル解析において，肝細胞中 Ro 64-1056 量が過大評価された理由として，こ
の Ro 47-8634の新規代謝経路がモデルに組み込まれていないためと考えられた． 
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図 32 Metabolism of Ro 64-1056, Ro 48-5033, or Ro 47-8634 in reaction mixture of 




Ro 64-1056 (0.5 µmol/L) was incubated with human liver microsomes in the presence of 1 mM 
NADPH (A) or 2 mM UDPGA (B) over 30 min.  Ro 48-5033 (0.5 µmol/L) was incubated with 
human liver microsomes in the presence of 1 mM NADPH (C) over 30 min.  Ro 47-8634 
(0.5 µmol/L) was incubated with human liver microsomes in the presence of 1 mM NADPH (D) over 
30 min.  Data represent the mean ± S.D. from three independent experiments of human liver 
microsomes. 
□, Ro 48-5033; ◊, Ro 47-8634; ▲, Ro 64-1056 
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図 33 Typical MS-chromatogram for determination of Ro 64-1056 in reaction mixture 
of Ro 47-8634 with human liver microsomes 
 
 
Ro 47-8634 (0.5 μmol/L) was incubated with human liver microsomes for 30 min. 
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第三項 新規代謝物の構造推定 





HPLC システム：  1100 series 
カラム：  Synergi Polar RP，4μm，150×2.0 mm ID（Phenomenex） 
カラム温度：  40℃ 
オートサンプラー温度： 4℃ 
移動相：  A）10 mmol/L酢酸アンモニウム（pH 3.5） 
B）アセトニトリル 
Time (min) % A % B 
0 70 30 
1 70 30 
7 10 90 
8 10 90 
9 70 30 
14 70 30 
流速：   400μL/min 
Ion source：  Turbo Spray 
Scan type：  Product ion 
Scan time：  1 sec 
Polarity：  Positive 
DP，CE，CXP：  106 V，45 V，14 V 
Product of：  554.3 Da 
Scan range：  50 to 600 Da 
 
第四項 結果 
Ro 64-1056及び未同定のイオンピークの MS/MSフラグメントパターンを図 34に示す． 
保持時間約 5分のイオンピーク，すなわち Ro 64-1056の特徴的なMS/MSフラグメントと
して，189.3，204.1 及び 280.4 が認められた（図 34A）．一方，保持時間約 6 分のイオンピ
ークの MS/MS フラグメントには 189.2 及び 204.3 が認められたが，280 の MS/MS フラグメ
ントは検出されず，更に，Ro 64-1056 では認められなかった 313.4 の MS/MS フラグメント
が認められた（図 34B）．これらの結果から，保持時間約 6 分の新規代謝物は，フェノール
基の一部が水酸化された構造であると推定され，この新規代謝物をM4 と命名した． 
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(B) Novel metabolite (M4)
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第四節 新規代謝経路を組み込んだモデリング再解析 
第五章 第三節の結果から，既報の bosentan の代謝経路に基づく肝動態モデルで肝細胞中
Ro 64-1056量が過大評価される理由として，Ro 47-8634 からM4 への代謝経路が組み込まれ
ていなかったことが考えられた．第五章 第三節の結果から想定される bosentan の代謝経路
を図 35 に示す．本節では，Ro 47-8634 のこの新規代謝経路を組み込んだ肝動態モデルで再
解析を行った． 
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図 36 Schema of nonlinear mixed effect models for hepatic disposition of bosentan 
and its metabolites in sandwich-cultured human hepatocytes incorporated into 
metabolic pathway of M4 
 
 
kuptake, kefflux, kbile and kflow are the first-order rate constants for uptake, basolateral efflux, biliary 
excretion, and flow from the bile canaliculi to the buffer of bosentan, Ro 48-5033, Ro 47-8634, or 







 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑚  + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑚
𝑑𝑡
 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑚  +  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐  
+ 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 48−5033  × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚
𝑑𝑡
 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚  +  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  
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𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚
𝑑𝑡
 =  −𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚  +  𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  
+ 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 47−8634  × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏 
𝑑𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑚  




 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑚  + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐  
− (𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056  + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 48−5033  + 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 48−5033)  
× 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑚  + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝐵𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛,𝑐  
− (𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056 + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑀4 + 𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 47−8634  
+ 𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 47−8634) × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑐
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒,𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑚  + 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐  
+ 𝑘𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏𝑜𝑙𝑖𝑠𝑚 𝑡𝑜 𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  
− (𝑘𝑒𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥,𝑅𝑜 64−1056  +  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 64−1056)  × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑐 
𝑑𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 48−5033 × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 48−5033  × 𝑋𝑅𝑜 48−5033,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 47−8634 × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 47−8634  × 𝑋𝑅𝑜 47−8634,𝑏 
𝑑𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑏
𝑑𝑡
 =  𝑘𝑏𝑖𝑙𝑒,𝑅𝑜 64−1056 × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑐  − 𝑘𝑓𝑙𝑜𝑤,𝑅𝑜 64−1056  × 𝑋𝑅𝑜 64−1056,𝑏 
ここで，kuptake，kefflux 及び kbile はそれぞれ血液側から肝細胞内への取り込み（basolateral 
uptake），肝細胞内から血液側への排出（basolateral efflux）及び肝細胞内から胆汁中への排
泄（biliary excretion）過程の一次速度定数を示す．kmetabolism は細胞内代謝（ intracellular 
metabolism）過程の一次速度定数を示す．kflow は毛細胆管腔からバッファーへの漏出（flow）
の一次速度定数を示す．Xは bosentan，Ro 48-5033，Ro 47-8634あるいは Ro 64-1056 の各コ
ンパートメントにおける量を示し，付随する m，c 及び b はぞれぞれ外部メディウム（バッ
ファー），肝細胞及び毛細胆管腔を意味する． 
 




図 35 に示した Ro 47-8634 から M4 への代謝経路を組み込んだモデルに基づいて，サンド
イッチ培養ヒト肝細胞中の bosentan，Ro 48-5033，Ro 47-8634及び Ro 64-1056の各一次速度
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定数を推定した．得られたパラメータ推定値から求めた各時点の予測値と実測値のスキャッ
タープロットを図 37に示す． 
肝細胞中 Ro 64-1056 の予測は大幅に改善し（図 37J），且つその他のコンパートメント
中の全ての化合物の予測は，図 31 の結果とほぼ変わらず，また，実測値とほぼ一致した．
このことは，Ro 47-8634から M4 への代謝一次速度定数（kmetabolism to M4）が図 30では Ro 64-
1056への代謝一次速度定数（kmetabolism to Ro 64-1056）に見かけ上組み込まれていたために，肝細
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図 37 Diagnostic plots for observed versus predicted values of bosentan, Ro 48-5033, 
Ro 47-8634, and Ro 64-1056 in the model incorporated into metabolic pathway of M4 
 
 
The dashed line represents a correlation coefficient of 1. 
●, bosentan in buffer; ●, bosentan in hepatocytes; 
■, Ro 48-5033 in buffer; ■, Ro 48-5033 in hepatocyte; ■, Ro 48-5033 in bile canaliculi 
♦, Ro 47-8634 in buffer; ♦, Ro 47-8634 in hepatocyte; ♦, Ro 47-8634 in bile canaliculi 
▲, Ro 64-1056 in buffer; ▲, Ro 64-1056 in hepatocyte; ▲, Ro 64-1056 in bile canaliculi 
  
(A) Bosentan in buffer (B) Bosentan in cells
(C) Ro 48-5033 in buffer (D) Ro 48-5033 in cells (E) Ro 48-5033 in bile
(F) Ro 47-8634 in buffer (G) Ro 47-8634 in cells (H) Ro 47-8634 in bile
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表 8 Parameter estimates from the final population pharmacokinetic model 
Compound Parameter Estimate (min–1) %RSE 
Bosentan kuptake 0.0817 3.9 
 kefflux 0.104 4.5 
 kmetabolism to 48-5033 0.00578 3.7 
 kmetabolism to 47-8634 0.00291 7.9 
Ro 48-5033 kuptake 0 FIXED 
 kefflux 0.0163 8.2 
 kmetabolism to 64-1056 0 FIXED 
 kbile 0.0216 10.6 
 kflow 0.0397 28.0 
Ro 47-8634 kuptake 0.0822 28.2 
 kefflux 0.0183 11.5 
 kmetabolism to 64-1056 0.0227 9.1 
 kmetabolism to M4 0.0538 31.8 
 kbile 0.0139 15.3 
 kflow 0 FIXED 
Ro 64-1056 kuptake 0.0604 40.4 
 kefflux 0.0227 9.1 
 kbile 0.0289 32.2 
 kflow 0 FIXED 
 
The parameters were estimated using NONMEM (subroutine ADVAN 13) using mass balance–time 
profiles of the hepatic disposition of bosentan, Ro 48-5033, Ro 47-8634 and Ro 64-1056 in sandwich-
cultured human hepatocytes. 
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第五節 小括 
本章では，肝臓内で生成した代謝物が体循環にあまり移行せず，胆汁中に排泄されるモデ
ル薬物として bosentanを選択し，サンドイッチ培養ヒト肝細胞中での bosentan 及びその代謝
物（Ro 48-5033，Ro 47-8634 及び Ro 64-1056）の肝動態を検討した．得られた経時的な量的
推移に対するモデル解析を試みたところ，既報の代謝経路に基づくモデルでは肝細胞中
Ro 64-1056 を過大評価する結果が得られた．サンドイッチ培養ヒト肝細胞を用いた in vitro
肝動態試験において，bosentan，Ro 48-5033，Ro 47-8634 及び Ro 64-1056の測定値から算出
した物質収支は，反応時間を問わず 90％前後と一定であった（data not shown）．一般に
90％程度の回収率は良好と見なされ，また，Ro 64-1056 の生成量は全体の 1％にしか過ぎな









bosentan及びその代謝物（Ro 48-5033，Ro 47-8634及び Ro 64-1056）のクロマトグラムにお
ける溶出順を考えると，上記論文における保持時間約 22分の代謝物ピークが，M4に相当す
ると考えられた．また，ヒト肝ミクロソーム中での in vitro 代謝試験におけるイオンピーク
強度を比較すると，Ro 47-8634からM4 への代謝速度は，Ro 64-1056への代謝速度よりも速
いことが示唆される．ヒト血漿中での Ro 64-1056 の曝露量は Ro 48-5033 に次いで多いこと
に加え 106），ヒトマスバランス試験での尿中のクロマトグラム中に M4 に相当する代謝物ピ
ークが認められていることから 107），M4 はヒト血漿中である程度曝露されている代謝物と
考えられる． 
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報告されているが，bosentan についてはその影響が過小評価される懸念が報告されている
112）．この原因の一つとして，上記 PBPK モデルでは bosentan のみの影響を考慮したもので
あり，代謝物の影響が考慮されていないことが挙げられる．すなわち，bosentan はラット
Bsep に対して強い阻害作用を示すが（Ki：12μmol/L），Ro 47-8634 も同程度の阻害作用





リスクの面から，Ro 47-8634 から M4 の代謝に関与する CYP 分子種を同定することも重要
と考えられる．今後，これらの研究が更に発展することが期待される． 
Ro 47-8634 から M4 への代謝経路を組み込んだ肝動態モデルにおいて，Ro 48-5033，
Ro 47-8634 及び Ro 64-1056 の keffluxはそれぞれ 0.0163，0.0183 及び 0.0227 min–1と推定され




不適と考えられる．一方，kefflux と kbile はともに，肝細胞コンパートメントからバッファー
あるいは毛細胆管腔コンパートメントへの移行速度を表すものであり，同一化合物における
keffluxと kbileの比較は妥当と考えられる．そこで，Ro 48-5033，Ro 47-8634 及び Ro 64-1056
の kbileに対する keffluxの輸送一次速度定数比（kefflux/kbile）を検討したところ，それぞれ 0.755，
1.317 及び 0.785 と算出された．表 9 に示すように，第三章 第五節で検討した体循環に多






表 9 Ratio of first-order constants for transport of formed metabolites (kefflux/kbile) in 
sandwich-cultured human hepatocytes 
Metabolite kefflux/kbile 
MPAG 2.420 
Ro 48-5033 0.755 
Ro 47-8634 1.317 
Ro 64-1056 0.785 
  
   








される．サンドイッチ培養肝細胞は tight-junction によって毛細胆管腔を形成し，canalicular 








イッチ培養肝細胞における代謝物組成と代謝物（M1-G 及び M1-S）の BEI を検討した．そ
の結果，複数の代謝酵素が関与する paroxetine の代謝物組成は，サンドイッチ培養肝細胞と
浮遊肝細胞間で差はなく，且つ in vivoを反映したものであった．このため，in vivo で生成す
る代謝物は，サンドイッチ培養肝細胞中でも生成していると考えられた．また，M1-G がヒ
ト，ラットともに MRP2/Mrp2 の基質であることを明らかにし，両者における M1-G の胆汁






した．更に，得られた in vitro 結果を数理モデルに基づいて解析し，肝細胞内で生成した
MPAG の肝動態の律速過程をシミュレーションした．その結果，MPAG は胆管側膜トラン
スポーターの良好な基質であった一方，血液側膜を介してバッファー中へ排出されることが
示唆された．また，この肝細胞内からバッファー中への移行にヒト MRP3 及び MRP4 が関
与することを，膜ベシクルを用いた検討から明らかにした．更に，サンドイッチ培養ヒト肝
細胞中での MPA 及び MPAG の肝動態をモデル解析し，得られた肝動態パラメータ推定値を
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変動させるシミュレーションを行った結果，ヒト肝細胞中で生成した MPAG の肝動態の律
速過程は，basolateral efflux 過程であると考えられた． 
第四章では，第三章で構築したサンドイッチ培養ヒト肝細胞中での MPA 及び MPAG の肝
動態モデルを用い，臨床で MPA と薬物間相互作用が報告されている CsA について，その阻
害過程及び影響を推定することを試みた．その結果，CsA は MPA の輸送及び MPAG へのグ
ルクロン酸抱合代謝には影響せず，MPAG の複数の輸送過程を阻害していることが考えられ
た．更に，臨床的な CsAの濃度を考慮すると，MPAG の律速過程である basolateral efflux 過
程は阻害せず，basolateral uptake及び biliary excretion 過程を CsA が阻害することで，MPAG
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